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Žive bakterijske celice so danes nepogrešljive na mnogih področjih biotehnologije in 
biomedicine. Za te namene pogosto spreminjamo površinske lastnosti celic. Ena od možnosti 
za modifikacijo celične površine je oblaganje celic z metodo nanoplastenja, pri kateri se 
plasti polielektrolitov nalagajo na nabito površino oblaganca na podlagi elektrostatskih 
interakcij. V magistrski nalogi smo spremljali tvorbo polikationske plasti na negativno nabiti 
površini bakterijskih celic. To je prva naloga, ki preučuje nanoplastenje celic s fluorescenčno 
mikroskopijo z vzbujenim praznjenjem emisije (STED).  
Namen je bil optimizacija postopka označevanja polikationov s fluorescentnim barvilom in 
izbor barvila, ki na uporabljenem STED mikroskopu izkazuje boljšo ločljivost metode kot 
na konfokalnem mikroskopu. Sistematično smo nanoplastenje s polielektroliti preučili na 
dveh vrstah celic (E. coli in P. stutzeri) z meritvijo zeta potenciala (ZP) in STED 
mikroskopijo. Nanooblaganje smo spremljali še z izotermno titracijsko kalorimetrijo (ITC). 
Rezultati kažejo izboljšanje ločljivosti na STED v primerjavi s konfokalnim mikroskopom 
pri barvilu STAR RED, ne pa pri ATTO 594 in rodamin-B-izotiocianatu. S STAR RED smo 
označili polikatione (visoko- in nizkomolekularna polietilenimin - PEI in polialilamin klorid 
- PAH) in z njimi obložili celice E. coli in P. stutzeri. ZP celic se je spremenil iz negativnega 
pred nanooblaganjem v pozitivnega po nanooblaganju. STED slike kažejo nastanek 
nanoobloge na celični površini. Ugotovili smo, da polikationi prehajajo v notranjost P. 
stutzeri, ne pa v E. coli, nismo pa dokazali razlik v prehajanju polikationov glede na 
molekulsko maso. Pri ITC so krivulje odvisnosti toplotnega toka od količine dodanega 
polielektrolita pri E. coli dosegale plato, pri katerem predpostavimo zasedenost celotne 
celične površine s polikationom. Pri P. stutzeri je bilo prisotno sipanje podatkov okoli 
pričakovane (sigmoidne) oblike krivulje zaradi prehajanja polielektrolita v notranjost. 
Nanooblaganje preučevanih bakterijskih celic s PEI in PAH je bilo uspešno, saj se je 
površinski naboj spremenil iz negativnega v pozitivnega, tvorba nanoobloge pa je vidna tudi 
s STED. Permeabilnost celične stene za polikation je manj odvisna od njegove molekulske 
mase in bolj od vrste celic, kar smo dokazali z opazovanjem lokalizacije polikationov po 
nanooblaganju s STED mikroskopijo. Z ITC potrdimo doseganje nasičenja celične površine 
s polikationom.  





Live bacterial cells are used in many biotechnological and biomedical applications that often 
require the modifications of cellular surface. A possible method for cell surface modification 
is nanocoating via layer-by-layer method, which is based on electrostatically driven 
deposition of polyelectrolytes onto a charged cell surface. We observed the formation of the 
polycation layer on a negatively charged bacterial cell surface. This is the first master thesis 
studying nanocoating of cells with stimulated emission depletion microscopy (STED). 
The aim of this work was to optimize a protocol for fluorescent labelling of polycations with 
a fluorescent dye and determine the appropriate dye, manifesting an improvement in 
resolution on the used STED microscope when compared to confocal microscope. A 
systematic study of nanocoating of two bacterial species (E. coli and P. stutzeri) was done 
by measuring zeta potential (ZP) and observing the nanocoated cells with STED. We also 
followed the nanocoating process with isothermal titration calorimetry (ITC). 
STAR RED showed an improved resolution in STED when compared to confocal 
microscopy, whereas ATTO 594 and rhodamine-B-isothiocyanate did not. We labelled  
polycations (high and low molecular weight polyethyleneimines - PEI and polyallylamine 
hidrochlorides - PAH) with STAR RED and used them to coat E. coli and P. stutzeri. STED 
microscopy showed the formation of a polyelectrolyte layer on the cell surface. Polycations 
permeated into P. stutzeri and not into E. coli. We did not observe a difference in cell wall 
penetration between high and low molecular weight polymers. ZP changed from negative 
before to positive after nanocoating. ITC termograms, showing the dependance of heat rate 
on the amount of added polymer, reach a plateau in the case of E. coli, suggesting 
achievement of cell surface saturation with polycation. In case of P. stutzeri the curve is not 
the expected sigmoidal shape as polycations permeate into the cell. 
We conclude the nanocoating of studied bacterial cells with PEI and PAH was successful, as 
surface charge changed from negative to positive. Permeation of polycations through the cell 
wall depends less on molecular weight and more on species, which was proven by observing 
the localization of fluorescently labelled polycations after nanocoating with STED. ITC 
confirmed the saturation of the cellular surface with the polycation. 
Key words: bacteria, nanocoating, polyelectrolytes, STED, calorimetry
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Mnoga področja od biotehnološkega pridobivanja proteinskih učinkovin do biomedicine 
danes uporabljajo žive celice, zaradi česar se pojavlja potreba po optimizaciji njihovih 
površinskih lastnosti. Ena od možnosti za to je imobilizacija ali oblaganje celic. 
Imobilizacijo celic v literaturi definirajo kot doseganje pritrditve celic na površino oz. 
njihovo ujetje v določeno ogrodje. V primeru mikroorganizmov s pritrjevanjem posnemajo 
v naravi prisoten pojav tvorbe biofilmov, v katerih nahajajoče se celice navadno izkazujejo 
nekoliko drugačne lastnosti kot enake celice v suspendirani obliki, kot na primer povečano 
metabolno aktivnost ali razlike v genskem izražanju (1). 
Imobilizacija bakterijskih celic je ena od možnosti za optimizacijo postopkov 
biotehnološkega pridobivanja bioloških učinkovin ali produktov celične presnove. Omogoča 
nam doseganje večje masne gostote celic v medijih, povečanje njihove odpornosti na 
neugodne razmere v okolici in povečanje izkoristkov biokatalize ali biotransformacije (1, 
2). 
Ker nam imobilizacija encimov na podlago ne omogoča izvajanja kompleksnejših 
biotehnoloških procesov, jo lahko nadomestimo z imobilizacijo celic. Če imobiliziramo 
celotne celice, ki vršijo želeno biosintezo, lahko na tak način dosežemo nastanek 
kompleksnega biokatalizatorja, t.j. biokatalizatorja, ki omogoča katalizo zahtevnejših sintez 
produktov in pretvorb substratov, ki jih sam izoliran encim ne bi mogel katalizirati. 
Imobilizirane rekombinantne bakterijske celice že uporabljajo v proizvodnji alkoholov, 
dokazana pa je bila tudi njihova uporabnost v sintezi proteinov, antibiotikov in organskih 
kislin. Prednosti uporabe imobiliziranih celic v biotehnološki proizvodnji so: možnost 
biosinteze v pretočnem reaktorju in s tem sprotnega odstranjevanja produktov ter dovajanja 
reaktantov in preprostejše ločevanje biomase od preostale vsebine reaktorja (2). 
Materiali, ki jih uporabljamo za imobilizacijo ali spreminjanje površine celic v 
biotehnologiji, morajo ustrezati naslednjim pogojem:  
 kemijska stabilnost pri pogojih izvajanja biotehnološkega procesa, 
 stabilnost v primeru uporabe celic v pretočnem sistemu, 
 biokompatibilnost z biološkim materialom (npr. bakterijskimi celicami) in odsotnost 
vpliva obloge na aktivnost za proces ključnih encimov, 
 ugodna cena, 
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 varnost (zaradi ustvarjanja odpadkov, ki ne smejo preveč obremenjevati okolja), 
 obstojnost vezane obloge na celico tekom celotnega biotehnološkega procesa (2). 
Poleg imobilizacije obstajajo tudi metode oblaganja oz. mikrokapsuliranja posameznih celic 
v suspenziji, s čimer prav tako lahko spreminjamo njihove lastnosti, predvsem pa lahko tako 
obložene celice nadalje uporabimo še za kasnejšo imobilizacijo, ki je olajšana zaradi njihove 
modificirane površine (3). 
Eden od načinov nanooblaganja posameznih celic je ustvarjanje polimerne nanoobloge na 
njihovi površini. Polimerne nanoobloge razvijajo za mnoge namene: že prej omenjeno 
predstopnjo imobilizacije na različne podlage, modifikacijo lastnosti celic za uporabo v 
celični terapiji in tkivnem inženirstvu, vgradnjo v implantate, povečanje odpornosti celic na 
okolje in mehanski stres (3), funkcionalizacijo celične površine s specifičnimi 
makromolekulami (4) in zaščito pred imunskim odzivom telesa pri transplantaciji (5). Poleg 
tega lahko po nanooblaganju tudi odstranimo sredico (t.j. celico), da nam ostane samo votla 
kapsula v obliki celice, ki jo lahko napolnimo z DNA ali RNA. Ker kapsula nevtralizira njun 
negativen naboj, je olajšana transfekcija evkariontskih celic (3, 6).   
Pomembno področje, ki smo se mu natančneje posvetili v tej nalogi, je nanooblaganje 
bakterij z eno plastjo polielektrolita, ki ga  raziskujejo tudi za namen zgoraj omenjene 
modifikacije celic za pridobivanje različnih produktov v biotehnologiji in zaščite celic pri 
peroralni aplikaciji probiotikov (7, 8). Zaščita probiotikov je pomembna zaradi njihove 
izpostavljenosti ostrim pogojem v prebavnem  traktu, poleg tega pa jih lahko zaščitimo tudi 
pred neugodnimi dejavniki, ki so jim izpostavljeni med proizvodnjo ali shranjevanjem. Z 
modifikacijo celične površine lahko vplivamo tudi na sposobnost celic za adhezijo na 
črevesno sluznico (9). 
 
1.1 BAKTERIJE IN CELIČNA STENA 
Bakterije so enocelični prokariontski organizmi z značilno zgradbo celične stene, ki obdaja 
celico in jo ščiti pred turgorjem, t.j. pritiskom celične vsebine. Mehanska odpornost je 
posledica prisotnosti glavnega gradnika celične stene, imenovanega peptidoglikan. Slednji 
je polimer, zgrajen iz izmenjujočih se N-acetilmuraminskih in N-acetilglukozaminskih 
ostankov, na katere so vezani tetrapeptidi. Celotna struktura je še dodatno utrjena s 
peptidnimi premreževalci. Posamezna molekula peptidoglikana predstavlja eno od več 
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plasti, ki se nalagajo na celično membrano. Bakterijske vrste se med seboj razlikujejo v 
aminokislinskih ostankih premreževalcev in tetrapeptidnih verigah (10). 
Bakterije glede na njihovo obarvanje po postopku barvanja po Gramu delimo v dve skupini: 
grampozitivne in gramnegativne (slika 1). Ti dve skupini se razlikujeta po številu plasti 
peptidoglikana, kjer vsebuje celična stena grampozitivnih do 40 plasti, stena gramnegativnih 
pa le 2 do 3 plasti. Poleg tega je v celični steni gramnegativnih bakterij prisotna tudi zunanja 
membrana in periplazemski prostori, ki jih grampozitivne bakterije nimajo (11). 
 
Slika 1: Shematska predstavitev zgradbe celične stene po Gramu pozitivnih (levo) in po 
Gramu negativnih bakterij (desno) s pomembnimi strukturnimi elementi 
 
Pomembni gradniki celične stene grampozitivnih bakterij so še teihojske in teihuronske 
kisline. Predvsem teihojske kisline, ki vsebujejo fosfodiesterske vezi, pomembno vplivajo 
na elektrostatske lastnosti stene, saj se povezujejo z lipoteihojskimi kislinami, pripetimi na 
membrano. Skupaj tvorijo polianionsko ogrodje okoli bakterijske celice. Celična stena 
gramnegativnih bakterij vsebuje na zunanji strani peptidoglikana še lipoproteine, ki 
pripenjajo zunanjo membrano na peptidoglikan, ter na izvencelični strani vezane 
lipopolisaharide. Lipopolisaharidi so zgrajeni iz lipidnega (lipid A) in polisaharidnega 
(sredica in O-antigen) dela in so negativno nabiti zaradi prisotnosti fosfatnih skupin (slika 
2). Premreženi so z dvovalentnimi kationi (Ca2+ ali Mg2+), zaradi česar je močno zmanjšana 
permeabilnost zunanje membrane za velike hidrofobne molekule. Permeabilnost zunanje 
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membrane lahko poveča odpuščanje dvoalentnih kationov, do katerega pride zaradi 
interakcij polikationov (npr. aminoglikozidnih antibiotikov) z lipopolisaharidom (10, 11). 
Slika 2: Shematski prikaz kemijske zgradbe lipopolisaharida (prirejeno po 13) 
 
Slika 3: Struktura teihojske kisline 
 
Escherichia coli 
Escherichia coli je fakultativno anaerobna po Gramu negativna bakterija paličaste oblike 
(bacil). Je komenzal, ki naseljuje človeški gastrointestinalni trakt, poznamo pa tudi patogene 
seve te bakterije. E. coli je mezofil, t.j. raste v okoljih s temperaturo 10 – 40 ˚C (14). 
V raziskavah jo že dolgo uporabljajo kot modelni mikroorganizem, kot ekspresijski vektor 
pa ima pomembno vlogo tudi v tehnologiji rekombinantne DNA v sintezi rekombinantnih 
proteinov. Ena od njenih prednosti je hitra rast v medijih, ki vsebujejo sol in glukozo. V 
optimalnih pogojih lahko doseže generacijski čas 20 minut. V različnih medijih lahko 
dosegamo visoko gostoto celic. Prednost E. coli kot ekspresijskega vektorja je tudi hitra in 
enostavna transformacija z eksogeno DNA. Za razliko od evkariontskih ekspresijskih 
 
5 
vektorjev pa E. coli ni sposobna posttranslacijskih modifikacij, zaradi česar ni primerna za 
izražanje kompleksnejših rekombinantnih proteinov (15).  
Rod Bacillus 
Bakterije iz rodu Bacillus so aerobni po Gramu pozitivni bacili, ki imajo sposobnost 
sporuliranja. V vegetativni obliki se celice razporejajo v verižice in za rast izkoriščajo 
preproste vire dušika in ogljika. V za rast in delitev neugodnih pogojih, kot je pomanjkanje 
hranil, poteče proces sporulacije, v katerem znotraj ene vegetativne celice dozori z debelo 
plastjo peptidoglikana in proteini obdana spora. Spore so odporne na mnoge spremembe v 
svojem okolju, med drugim visoko temperaturo in celo nekatera dezinfekcijska sredstva (16, 
17).  
Bacillus spp. so primerni za uporabo kot probiotiki, saj pozitivno vplivajo na človeško 
bakterijsko floro in so sposobni preživetja v ostrih razmerah človeškega prebavnega trakta. 
Poleg tega je njihova odpornost pomebna za pripravo in shranjevanje probiotičnih izdelkov 
(18). 
V eksperimentalnem delu naše magistrske naloge smo uporabili Bacillus sev 25.2.M, ki so 
ga v okviru magistrske naloge izolirali iz brisov ustne votline prostovoljcev (19). 
Pseudomonas stutzeri  
Bakterije vrste Pseudomonas stutzeri so fakultativno anaerobni po Gramu negativni bacili. 
So denitrifikacijske bakterije, kar pomeni, da lahko nitrate reducirajo do molekularnega 
dušika. Rastejo lahko v medijih, ki imajo pH večji od 4,5 in vsebujejo preproste ogljikove 
spojine in amonijeve ione ali nitrate kot vir  dušika. P. stutzeri sintetizira spojine, ki kelirajo 
kovinske ione. Zaradi tega ga lahko v biotehnologiji uporabljajo kot mikroorganizem s 
sposobnostjo odstranjevanja kovin iz raztopin (20). 
 
1.2 METODA POLIELEKTROLITNEGA NANOOBLAGANJA 
Ena od metod za nanooblaganje tako prokariontskih kot evkariontskih celic je 
nanooblaganjeoz. nanoplastenje. Nanoplastenje (ang. layer-by-layer) je metoda 
nanooblaganja živih celic ali neživih delcev s polielektrolitnimi filmi. Nanoplastenje 
večinoma temelji na elektrostatskem privlaku oblagane površine in nasprotno nabitimi 
polielektroliti (slika 4), pri čemer nastane film kot posledica ionskih, vodikovih in 
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hidrofobnih vezi. Debelina nastalega filma je v velikostnem razredu nekaj 10 nm do nekaj 
100 nm (21, 22). Prednosti nanoplastenja pred navadnim filmskim oblaganjem so možnost 
oblaganja majhnih delcev mikro- in nanometrskih velikosti, natančno uravnavanje debeline 
nastale nanoobloge, majhna količina porabljenega materiala in možnost pripenjanja 
specifičnih ligandov na nanooblogo. (21) 
Polielektroliti so polimeri s kislimi ali bazičnimi funkcionalnimi skupinami. Pri pH, pri 
katerem izvajamo nanooblaganje z metodo nanoplastenja, mora biti vsaj del njihovih 
funkcionalnih skupin ioniziran. Delce pri metodi nanoplastenja izmenično izpostavljamo 
raztopinam polikationa in polianiona, ki se zaradi elektrostatskih interakcij v plasteh 
nalagajo na površino in tvorijo nanooblogo. Z njo lahko dosežemo zaščito celic ali 
spremenimo njihov metabolizem, nanoobloženi delci učinkovine pa lahko molekule 
prirejeno sproščajo (4). 
Slika 4: Potek vezave polikationov na negativno nabito površino delca ali celice 
 
Obnašanje nanoobloge lahko priredimo z izbiro samih polielektrolitov, številom njihovih 
plasti (s tem določimo tudi debelino nanoobloge) in pH vrednostjo ter ionsko močjo 
disperznega medija (4, 6). Zadnja parametra namreč vplivata na konformacijo 
polielektrolitne verige, ki jo ta zavzame pri teh pogojih. Konformacija je odvisna od gostote 
naboja (ta je funkcija pH) in njegove kompenzacije z nasprotno nabitimi ioni (nanjo vplivata 
vrsta protiionov ter ionska moč disperznega medija). Nevtralizacija nabojev povzroči 
zmanjšanje odbojnih sil, zaradi česar se lahko verige zbližajo in tvorijo gostejšo obliko. Na 
območjih nekompenziranega naboja se v nanooblogi tvorijo pore, kar pomeni da lahko z 
zmanjšanjem ionske moči medija povečamo njeno permeabilnost. Permeabilnost 
nanoobloge ni odvisna le od lastnosti disperznega medija v času samega nanooblaganja, 
temveč tudi od medija, v katerem nanoobložene delce dispergiramo kasneje. Visoka 
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koncentracija ionov lahko namreč povzroči naknadno kompenzacijo naboja in s tem kolaps 
por ter stanjšanje nanoobloge (6). Gostota naboja vpliva tudi na debelino filma zaradi 
hidratiranosti samega polielektrolita in posledično nanoobloge. Na splošno velja, da se v 
primeru polikationov z naraščanjem pH vrednosti do pKa ionizirajočih funkcionalnih skupin 
polielektrolita povečuje debelina polielektrolitne nanoobloge zaradi njene večje 
hidratiranosti  (22).  
pH in ionska moč lahko vplivata na na konformacijo polielektrolitov zaradi gostote nabojev 
na verigah. Pri nekaterih polielektrolitih je zvijanje verig sterično ovirano (takšen primer je 
polietilenimin). Konformacija polielektrolitnih verig, prisotnost por in debelina nanoobloge 
vplivajo na njeno permeabilnost in s tem na sproščanje učinkovine v primeru nanooblaganja 
neživih delcev (6, 23). 
Metodo nanoplastenja uporabljajo tudi za nanooblaganje posameznih celic. Je najpogostejša 
do sedaj uporabljena metoda za ta namen. V primeru nanooblaganja živih celic 
permeabilnost nanoobloge vpliva na njihovo preživetje, saj je pogoj za slednjo izmenjava 
snovi skozi celične membrane (20, 7). 
 
1.2.1 Nanoplastenje bakterijskih celic 
Nanoblaganje bakterijskih celic z metodo nanoplastenja je možno zaradi neto negativnega 
naboja celične površine, ki je posledica prisotnosti fosfatnih in nesubstituiranih karboksilnih 
skupin celične stene grampozitivnih ter lipopolisaharida zunanje membrane gramnegativnih 
bakterij (24). Polikationi, ki jih uporabljamo kot prvo plast nanoobloge, so npr. hitosan, 
polietilenimin (PEI), in polialilamin klorid (PAH). Polianioni, ki sledijo kot druga plast, so 
npr. alginat, hialuronska kislina in polistiren sulfonat (3). 
Ker lahko izvajamo plastenje pri fizioloških pogojih (pH, ionska moč in temperatura ter v 
vodnih medijih), takšno nanooblaganje omogoča ohranitev viabilnosti modificiranih celic in 
je zato primerno tudi za žive celice. Poleg fizioloških pogojev moramo za zagotavljanje 
viabilnosti izbrati citokompatibilne materiale za izdelavo nanoobloge, ki je permeabilna za 




1.2.2 Potencialna citotoksičnost polielektrolitne obloge 
Mnoge aplikacije, v katerih uporabljajo nanoobložene bakterijske celice, zahtevajo njihovo 
preživetje. Zaradi tega je velikega pomena tudi določanje potencialne citotoksičnosti 
uporabljenih polimerov. Polielektrolitna naoobloga lahko predstavlja oviro za transport 
ionov in hranil tudi, če ne poškoduje celične membrane. Polielektroliti lahko ireverzibilno 
škodujejo celici z vplivom na membrano, ki jo poškodujejo, če inhibirajo membranske 
encime ali tvorijo pore v njej. Polielektrolitna naoobloga lahko ovira celično delitev, saj 
predstavlja mehansko oviro tako za samo delitev kot tudi kasnejšo rast celic. Zaradi možnosti 
toksičnega vpliva izbranih polielektrolitov moramo torej pri nanooblaganju celic z metodo 
plastenja preučiti vsak par polikation-polianion, ki ga uporabimo, čeprav velja, da so 
bakterijske celice zaradi prisotnosti celične stene odpornejše na nanooblaganje z 
nanoplastenjem kot živalske celice. Poleg tega je potrebno oceniti tudi vpliv samega procesa 
nanooblaganja (npr. ponavljanje ciklov inkubacije ali spiranja), saj na viabilnost lahko 
vplivajo tudi pogoji, katerim so celice izpostavljene med njim (3). 
Z vidika citotoksičnosti so predvsem problematični polikationi. (25) Predstavljajo namreč 
prvo plast nanoobloge, ki je v neposrednem stiku z zunanjo površino nanooblagane celice. 
Polikationi lahko zaradi neposrednega stika s celično membrano povečajo njeno 
permeabilnost, s čimer destabilizirajo celico ali pa sami prehajajo v njeno notranjost (7). 
Povečanje permeabilnosti bakterijske membrane oz. stene literatura navaja tudi za 
polietilenimin (PEI) (26) in polialilamin klorid (PAH) (27). Toksičnost je odvisna od 
molekulske mase, gostote naboja in razvejanosti uporabljenega polielektrolita. Kljub 
začetnim dvomom mnogih raziskovalcev o možnosti uporabe sinteznih  polielektrolitov, pa 
poročajo, da je možno ohranjanje viabilnosti s plastenjem nanoobloženih bakterijskih celic 
tako z naravnimi kot sinteznimi materiali (3). 
 
1.3 SPREMLJANJE NANOOBLAGANJA BAKTERIJSKIH CELIC 
Nastanek nanoobloge pri plastenju bakterijskih celic lahko spremljamo z naslednjimi 
metodami: elektroforetskim sipanjem svetlobe, mikroskopijo na atomsko silo, fluorescenčno 
mikroskopijo, presevno ali vrstično elektronsko mikroskopijo, kvarčno mikrotehtnico, 




1.3.1 Zeta potencial nanoobloženih bakterijskih celic 
Pri nanooblaganju z metodo plastenja pride zaradi vezave polielektrolitov do spremembe 
elektrokemijskih značilnosti površine nanooblaganca. To lahko spremljamo z merjenjem 
zeta potenciala z metodo elektroforetskega sipanja svetlobe. 
Okoli vsakega nabitega delca so v močno vezani in nepremični Sternovi plasti ioni z 
nabojem, nasprotnim naboju njegove površine. Zunaj te plasti se nekoliko šibkejše vezani 
ioni s tako pozitivnim kot negativnim nabojem nahajajo v t.i difuzijski plasti, del katere se 
v mediju premika skupaj z delcem. Na zunanjem robu premikajoče plasti lahko izmerimo 
potencial, ki ga imenujemo zeta potencial (ZP oz. ζ) (28, 29). 
Zeta potencial delcev v optično transparentnih vzorcih lahko merimo z metodo 
elektroforetskega sipanja svetlobe (v nadaljevanju ELS, ang. electrophoretic light 
scattering). Pri njej vzorec, izpostavljen električnemu polju, presvetlimo z laserjem ter 
merimo majhne spremembe frekvence svetlobe, ki so posledica sipanja na delcih na optični 
poti. Pri tem je osnovno nihanje frekvence posledica naključnega Brownovega gibanja 
delcev, večja odstopanja pa posledica premikanja nabitih delcev v električnem polju proti 
nasprotno nabiti elektrodi, iz česar lahko določimo mobilnost delcev, iz nje pa tudi njihov 
ZP (28). Izmerjen ZP je odvisen od pH (postane bolj pozitiven v kislem in bolj negativen v 
bazičnem mediju) ter ionske moči medija (pri večji ionski moči je električni dvosloj bolj 
stisnjen, zaradi česar se zmanjša absolutna vrednost ZP) (29). 
Teorija mehkih delcev 
Celice se že v svoji osnovni neobloženi obliki razlikujejo od neživih delcev. Za razliko od 
neživih, t.i. trdih delcev, korelacija med že omenjenim ZP in elektroforetskim obnašanjem 
celic ni tako močna. Takšen primer so celice, zato se obnašajo drugače kot neživi delci, kar 
je pomembno tudi v procesih nastajanja biofilmov in bioadhezije, v katerih so elektrostatske 
interakcije izjemno pomembne (30). 
Celice uvrščamo med t.i. mehke delce, saj je njihova površina drugačna od trdih delcev, kajti 
na njej so različne makromolekule (predvsem proteini), poleg tega pa so obdane z 
zunajceličnim ogrodjem. V takšen za ione permeabilen mehki sloj se ujamejo ioni iz 
disperznega medija in ustvari se razlika v potencialu notranjostjo mehkega sloja in 
disperznim medijem. Poleg tega se zaradi ionov v mehkem sloju navidezno zmanjša 
celokupni naboj površine mehkega delca, zaradi česar je izmerjeni ZP celic nekoliko manj 
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negativen, kot bi ga pričakovali. Tudi polielektrolitno nanooblogo celic, ustvarjeno z 
nanoplastenjem, lahko uvrščamo med mehke sloje. Z uvedbo nanoobloge spremenimo 
gostoto naboja – če jo povečamo in s tem zmanjšamo navidezni celokupni naboj 
nanoobložene celice, lahko npr. povečamo nagnenje celic k agregaciji (31). 
 
1.3.2 Fluorescenčna mikroskopija nanoobloženih bakterijskih celic 
Fluorescenčna mikroskopija je tehnika mikroskopije, ki za vizualizacijo izkorišča 
fluorescenco. To je pojav, pri kateri t.i. fluorofor (molekula ali njen del, ki fluorescira) 
najprej absorbira svetlobo določene valovne dolžine, pri čemer poteče prehod iz osnovnega 
v vzbujeno stanje elektronov, nato sledi izguba dela energije zaradi vibracijskih procesov, ki 
so posledica oscilacije orbital. Tako pri končnem prehodu nazaj v osnovno stanje elektron 
izseva foton z energijo, ki je manjša od tiste, ki jo ima absorbirani foton (slika 5). Zaradi 
tega ima emitirana svetloba višjo valovno dolžino od tiste, uporabljene za ekscitacijo 
fluorofora. Energija fotona je namreč obratno sorazmerna valovni dolžini in jo lahko 
izračunamo po enačbi 1 (32), kjer je E – energija fotona; h – Planckova konstanta; c – hitrost 






Enačba 1: Energija fotona 
  
Razlika med valovno dolžino ekscitacije in emisije se imenuje Stokesov premik. 
Fluorescenčna mikroskopija omogoča vizualizacijo celičnih struktur, na katere lahko 
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vežemo barvila ali pa vsebujejo določene v celici naravno prisotne molekule, ki fluorescirajo 
že same po sebi (npr. zeleni fluorescentni protein) (32, 33).  
Slika 5: Jablonskyjev diagram. 1) ekscitacija, 2) prehod med vibracijskimi stanji, ki je 
odgovoren za Stokesov premik, 3) emisija. Povzeto po 34. 
 
Zaradi omejene ločljivosti klasične fluorescenčne mikroskopije razvijajo nove 
mikroskopske metode, s katerimi lahko dosegamo ločljivost pod uklonsko limito (t.j. 250-
300 nm). Primeri takšnih tehnik fluorescenčne mikroskopije so stohastična optična 
rekonstrukcijska mikroskopija (STORM), fotoaktivacijska lokalizacijska mikroskopija 
(PALM), fluorescenčna fotoaktivacijska lokalizacijska mikroskopija (FPALM) in 
fluorescenčna mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije (STED) (35). 
 
Konfokalna fluorescenčna mikroskopija 
Konfokalna fluorescenčna mikroskopija je nadgradnja fluorescenčne mikroskopije, pri 
kateri izboljšamo ločljivost z dodatkom dveh zaslonov z režama. Z enim zaslonom skozi 
režo prostorsko filtriramo ekscitacijski laserski žarek, s čimer ga usmerimo točno v goriščno 
ravnino opazovanega vzorca. Z drugo režo iz emitirane svetlobe izločimo moteče signale, ki 
prihajajo iz delov vzorca pod ali nad to ravnino.  S tem zmanjšamo t.i. fluorescenco izven 
fokusa (ang. out-of-focus fluorescence) in povečamo ločljivost tako, da je nekoliko pod 
uklonsko limito (32). 
 
 Fluorescenčna mikroskopija z vzbujenim praznjenjem emisije (STED) 
Fluorescenčna mikroskopija z vzbujenim praznjenjem praznjenjem emisije (ang. stimulated 
emission depletion microscopy oz. STED) je tehnika fluorescenčne mikroskopije, s katero 
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lahko zaobidemo uklonsko limito ločljivosti, ki nam onemogoča opazovanje struktur na 
subcelični ravni. STED mikroskopija omogoča doseganje boljše ločljivosti tako, da 
prostorsko omejimo območje emitiranja svetlobe po ekscitaciji. Z dodatnim STED laserjem 
v obliki obroča, ki ga usmerjamo v neposredno okolico opazovane točke, namreč dosežemo 
vzbujeno praznjenje emisije, kar pomeni, da povzročimo prehod iz vzbujenega nazaj v 
osnovno stanje še pred spontano fluorescenco (slika 6). V ravnini xy lahko s STED 







Slika 6: Obliki laserjev, s katerima ekscitiramo fluorofore in dušimo fluorescenco v okolici 
opazovane točke. Področje emitiranega signala fluoroforov se nahaja v sredini področja 
dušenja. 
 
Začetki STED mikroskopije segajo v leto 1994, ko je možnost opazovanja struktur, manjših 
od 200 nm omogočala le elektronska mikroskopija. Kot alternativo slednji so razvili STED 
mikroskopijo, ki je primerna za mnoge biološke vzorce ter opazovanje procesov v živih 
celicah. Za razliko od elektronske mikroskopije je prednost STED namreč dejstvo, da ne 
zahteva opazovanja vzorcev v vakuumu in njihovega predhodnega sušenja (35, 36). Za 
razliko od elektronske mikroskopije STED za vizualizacijo zahteva uporabo fluorescentnih 
barvil. 
Glede na fluorofor, t.j. za fluorescenco odgovoren del molekule barvila, ločimo različne 
skupine fluorescentnih barvil: rodamine, oksazine, cianine, perilene itd. (37). Barvila, ki jih 
uporabljamo za STED mikroskopijo, morajo izpolnjevati določene pogoje, ki se večinoma 
nanašajo na fluorofor. Slednji mora emitirati svetlobo pri valovni dolžini deplecijskega 
laserja, ne sme pa pri njej prihajati do njegove ekscitacije. To pomeni, da mora biti Stokesov 
premik fluorofora dovolj velik, pas valovnih dolžin emisije pa dovolj širok, da se valovna 
dolžina STED laserja nahaja v njem (slika 7) (38). Izbiramo barvila, katerih topnost v 
uporabljenih medijih ni omejujoč dejavnik pri načrtovanju eksperimentalnega dela. Poleg 
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tega mora imeti barvilo strukturne elemente, ki omogočajo možnost kovalentne ali 
nekovalentne vezave na komponente vzorca, ki jih želimo fluorescentno označiti in 
opazovati (39). Za omogočanje njihovega pripenjanja na molekule, ki jih želimo v vzorcu 
opazovati, imajo mnoga barvila v svoji strukturi funkcionalne skupine, ki omogočajo 
kovalentno vezavo na komponente vzorca. Takšne funkcionalne skupine so npr. N-










Slika 7: Prikaz območja absorpcija in emisije na primeru fluorescentnega barvila STAR 
RED. Območje deplecijskega (STED) laserja pokriva del emisijskega spektra, ne pa tudi 
dela absorpcijskega. Prirejeno po 40. 
 
1.3.3 Kalorimetrično spremljanje nanooblaganja bakterijskih celic 
Izotermna titracijska kalorimetrija (ang. isothermal titration calorimetry, ITC) je tehnika, s 
katero spremljamo toplotne spremembe, ki se dogajajo pri interakciji ene molekule z drugo 
v raztopini, največkrat proteina z ligandom. Pri ITC raztopino znane koncentracije ene 
preučevane komponente z bireto dodajamo k raztopini ali disperziji znane koncentracije 
druge preučevane komponente v vzorčni celici kalorimetra. Titracijo izvajamo pri konstantni 
temperaturi vzorčne celice (41). Instrument vsebuje poleg vzorčne tudi referenčno celico 
(navadno napolnjena z vodo ali pufrom) (slika 8). Energijo, potrebno za vzdrževanje stalne 
temperature v referenčni celici, instrument primerja z energijo, potrebno za vzdrževanje 
stalne temperature vzorčne celice. Razlika med njima je sorazmerna toploti, ki se sprosti ali 
porabi pri interakciji preučevanih komponent (41, 42). 
Podatke o toploti, sproščeni ali porabljeni pri posameznem dodatku, pridobimo z integracijo 
površine vrhov na grafu spreminjanja toplote, ki jo instrument dovede/odvaja za vzdrževanje 
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stalne temperature, s časom ali koncentracijskim razmerjem. Ta toplota je skupek energijskih 
prispevkov več različnih procesov, ki potekajo hkrati: interakcije med preučevanima 
komponentama, gibanja topila v bližini mesta vezave ene preučevane komponente na drugo, 
konformacijske spremembe molekul, prenosa protonov ter interakcij drugih sestavin 
disperzije (npr. ionov pufra) s preučevanima komponentama ali med seboj (42). Poleg tega 
prispevata k izmerjeni toploti tudi toplotni spremembi pri redčenju tako preučevane 
komponente, ki jo titriramo, kot tudi preučevane komponente, ki jo kot titrant dodajamo. 
Prva od teh dveh toplot je ponavadi zanemarljiva, drugo pa moramo izmeriti z izvedbo 
referenčne (slepe, blank) titracije in jo odšteti od toplote originalne titracije. V referenčni 
titraciji raztopino ene preučevane komponente (titranta) dodajamo disperznemu mediju brez 
dispergirane druge komponente (43). 
ITC večinoma uporabljajo za preiskovanje interakcij substrat-encim in ligand-
makromolekula ter konformacijskih sprememb proteinov (41), vendar pa je ta metoda 
primerna tudi za spremljanje termodinamike interakcij molekul s celičnimi membranami, 
njihovimi komponentami ali liposomi kot modeli membran. Tako so ITC med drugim do 
danes uporabili za preučevanje vezave peptidnih antibiotikov na liposomske modele 
membran (44, 45) in interakcij poloksamerov z liposomi (46) ter hitosana z liposomi (47). 
V literaturnem pregledu nismo zasledili objav o preučevanju celotnih celic z ITC, ki smo se 
mu v magistrski nalogi posvetili mi. 
 
Slika 8: Izotermni titracijski kalorimeter pred titracijo (levo) in med titracijo (desno). 




V preteklosti je bila uporaba ITC omejena samo na določanje termodinamike različnih 
interakcij, v zadnjih letih pa se razvija tudi kot metoda za spremljanje kinetike asociacije in 
disociacije dveh komponent (48). Pridobivanje podatkov o kinetiki in mehanizmu vezave 
temelji na preučevanju oblike posameznih vrhov v termogramu, saj se njihova oblika 
razlikuje glede na čas, potreben za vzpostavitev ravnotežja. To je čas od začetka injiciranja 
do vrnitve signala nazaj na nivo bazne linije. Lahko ga izračunamo (48) ali pa ga določimo 
samo z opazovanjem oblike vrhov termograma. Vrednosti koff in kon sta konstanti, ki 
opisujeta hitrost asociacije (kon) in disociacije (koff) komponent. Čas, potreben za 
vzpostavitev ravnotežja, je daljši pri interakcijah z večjo vrednostjo koff. Vrhovi so v tem 
primeru širši, absolutna vrednost njihovega naklona v drugem delu (pred vrnitvijo signala 
na nivo bazne linije) pa je manjša. Grafični prikaz časa, potrebnega za vzpostavitev 
ravnotežja, v odvisnosti od množinskega razmerja v interakcijo vstopajočih komponent nam 
pomaga razumeti, kako se je tekom poteka titracije zmanjševala ali povečevala hitrost 




V magistrski nalogi želimo obložiti bakterijske celice s polikationsko nanooblogo in 
spremljati uspešnost naooblaganja, debelino nastale nanoobloge ter prehajanje polikationov 
v notranjost celic (slika 9). 
Najprej bomo optimizirali postopek označevanja polielektrolitov in izbrali barvilo za 
označevanje polikationov, ki je primerno za uporabljen mikroskop za fluorescenčno 
mikroskopijo z vzbujenim praznjenjem emisije (STED). Izbor barvila za STED mikroskop 
je kompleksen, saj morajo biti njegove spektralne lastnosti ustrezne glede na valovne dolžine 
laserjev mikroskopa. Združljivost barvila z uporabljenim STED mikroskopom bomo potrdili 
ali ovrgli na podlagi primerjave ločljivosti konfokalne in STED mikroskopije. Izbrano 
ustrezno barvilo bomo uporabili za označevanje polielektrolitov. V nadaljevanju bomo 
spremljali polielektrolitno nanooblaganje bakterijskih celic s polikationi, ki predstavljajo 
prvo plast nanoobloge, z elektroforetskim sipanjem svetlobe, STED mikroskopijo in 
izotermno titracijsko kalorimetrijo. 
V nadaljevanju bomo sistematično spremljali polielektrolitno nanooblaganje bakterijskih 
celic dveh različnih sevov (E. coli in P. stutzeri) z različnimi metodami. Kot polikatione za 
plastenje bakterijskih celic bomo izbrali dve vrsti polielektrolitov različnih molekulskih 
mas: PEI 25 kDa, PEI 600 kDa, PAH 17,5 kDa in PAH 450 kDa. Polielektrolite bomo 
uporabili za nanoplastenje celic. Z meritvami zeta potenciala bomo potrdili ali ovrgli tvorbo 
nanoobloge, glede na spremembo naboja na površini celic. Nadalje bomo s STED 
mikroskopijo vizualizirali nastalo nanooblogo. Ker polikationi sami nimajo sposobnosti 
fluorescence, jih bomo označili s predhodno izbranim fluorescentnim barvilom. Z 
opazovanjem lokalizacije polikationov na celični površini ali v notranjosti celic bomo 
sklepali, ali polimeri prehajajo celično steno in membrano, kar bi lahko bil mehanizem 
njihove potencialne citotoksičnosti (slika 9). Kot dodatno pomoč pri opazovanju celične 
površine bomo uporabili tudi STED slike bakterijskih celic, katerih membrane bomo 
obarvali s flurescentnim membranskim barvilom PAG-19. Poleg STED bomo 
polielektrolitno nanooblaganje na fiksiranih celicah vrednotili še z izotermno titracijsko 
kalorimetrijo, kjer bomo opazovali postopno zasedanje celične površine s sukcesicnim 
dodajanjem polikationov vse do nasičenja, t.j. prekritja celotne površine z nanooblogo. 
Želimo potrditi ali ovreči sledeče hipoteze, ki smo jih zastavili na osnovi objavljenih 
podatkov iz tega področja: 
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1. Barvila rodamin-B-izotiocianat, ATTO 594 in STAR RED so združljiva z 
uporabljenim STED mikroskopom in na njem izkazujejo boljšo ločljivost v 
primerjavi s konfokalnim mikroskopom. 
2. Meritve zeta potenciala potrdijo nanooblaganje celic s polikationom, pri čemer  se 
vrednost ZP iz začetne negativne spremeni v pozitivno po nanooblaganju. 
3. Visokomolekularni polikationi (PEI 600 kDa in PAH 450 kDa) ne prehajajo v 
notranjost bakterijskih celic E. coli in P. stutzeri, po strukturi monomerov enaki oz. 
podobni nizkomolekularni polimeri (PEI 25 kDa in PAH 17,5 kDa) pa vanje 
prehajajo. 
4. Prehajanje polikationov v notranjost celic je odvisno od vrste bakterijskih celic. 
5. Polikationi lahko zasedejo celotno površino celice, t.j. dosežemo nasičenje površine. 








3 MATERIALI IN METODE 
3.1 KEMIKALIJE IN DRUGI MATERIALI 
 Polietilenimin, MW ≈25 000 g/mol; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemčija 
 Polietilenimin 50% raztopina v vodi, MW≈600 000 – 1 000 000 g/mol; Sigma 
Aldrich Chemie GmbH, Nemčija 
 Polialilamin klorid MW≈17 500 g/mol; Sigma Aldrich Chemie, GmbH, Nemčija 
 Polialilamin klorid MW≈450 000 g/mol; Sigma Aldrich Chemie, GmbH, Nemčija 
 Natrijev klorid; Merck KgaA, Nemčija 
 Medij LB Broth base (Lennox L Broth Base); Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 
Združene države Amerike  
 Krovna stekelca LH24.1; Carl Roth GmbH, Nemčija 
 Rodamin-B-izotiocianat; Sigma Aldrich GmbH, Nemčija 
 ATTO 594; ATTO-TEC GmbH, Nemčija 
 Abberior STAR RED NHS carbonate; Abberior Gmbh, Nemčija 
 Brezvodni DMSO; Merck KgaA, Nemčija 
 Glutaraldehid 50% raztopina v vodi; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemčija 
 Mowiol; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemčija 
 ProLong Gold Antifade;  Thermo Fisher Scientific, Združene države Amerike 
 Prečiščena voda 
 Visoko prečiščena voda milliQ, pridobljena s sistemom Millipore A10 Advantage; 
proizvajalec aparature za pridobivanje milliQ vode: Merck KgaA, Nemčija 
 Dializne membrane Spectra/Por z različnimi vrednostmi MWCO (molecular weight 
cut-off): MWCO 6-8 kDa, MWCO 3,5-5 kDa, MWCO 12-14 kDa); Spectrumlabs, 
Združene države Amerike 
 Hemocitometer Blaubrand Neubauer Improved; Brand GmbH, Nemčija. 
 
3.2 BIOLOŠKI MATERIAL 
Uporabili smo naslednje celice in spore: 
 Celice E. coli, pridobljene z Leibniz Institute DSMZ, sev Top 10 (50), 
 Celice Bacillus sp., sev 25.2.M, pridobljene na z izolacijo mikrobiote iz ustne votline 
prostovoljcev (51), v nadaljevanju naloge imenovane Bacillus celice 41Z, 
 Celice Pseudomonas stutzeri sev DSM10701, pridobljene z IJS, 
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 Spore Bacillus sp. (že pripravljeno suspenzijo spor, pripravljenih iz vegetativnih 
celic zgornjega seva 25.2.M smo dobili z IJS). 
 
3.3 LABORATORIJSKA OPREMA 
 Precizna tehtnica AX4202 M-Pact; Sartorius, Nemčija 
 Analitska tehtnica XS 205 Dual Range; Mettler Toledo, Švica 
 Centrifuga Minig; IKA GmbH, Nemčija 
 Centrifuga Centric 322A; Tehtnica, Slovenija 
 pH-meter 220 SevenCompact; Mettler Toledo, Švica 
 Avtoklav A-21CA; Kambič, Slovenija 
 Inkubator Orbital Shaker ES-20; Grant-Bio, Velika Britanija 
 UV/VIS spektrofotometer Agilent 8453; Agilent Technologies, Združene države 
Amerike 
 Liofilizator Beta 1-8K Manual; Martin Christ Gmbh, Nemčija 
 Optični mikroskop Olympus CX41; Olympus, Japonska 
 Fotoaparat Olympus Camedia C-7070; Olympus, Japonska 
 Instrument za merjenje zetapotenciala ZetaSizer Nano; Malvern, Velika Britanija 
 Mikroskop za konfokalno in STED fluorescenčno mikroskopijo; Abberior 
Instruments GmbH, Nemčija 
 Izotermni titracijski kalorimeter Nano ITC z enoto za razplinjanje in spiranje; TA 
Instruments, Združene države Amerike 
 
3.4 PRIPRAVA GOJIŠČ IN RAZTOPIN 
Tekoče gojišče LB broth 
Natehtali smo 8 g rastnega medija v obliki prahu za pripravo gojišča LB broth  in ga raztopili 
v 400 mililitrih prečiščene vode. 1 liter končnega LB broth tekočega gojišča vsebuje 10 g 
peptona, 5 g kvasnega ekstrakta in 5 g NaCl na 1 liter raztopine (52). 
0,9 % raztopina natrijevega klorida 
Izoosmolarno 0,9 % raztopino NaCl smo pripravili tako, da smo 4,5 g NaCl raztopini v 495,5 




Sterilizacija gojišč in raztopin 
Raztopino NaCl in gojišče smo po pripravi sterilizirali v avtoklavu 20 min pri 121 °C in 
nadtlaku 1 bar. Shranjevali smo ju v tesno zaprti steklenici v hladilniku in odpirali le ob 
prižganem gorilniku. 
Priprava polimernih raztopin 
Uporabljali smo raztopine naslednjih polimerov: 
 PEI z molekulsko maso 25 kDa 
 PEI z molekulsko maso 600-1000 kDa 
 PAH z molekulsko maso 17,5 kDa 
 PAH z molekulsko maso 450 kDa. 
Polietilenimin (PEI) in polialilamin klorid (PAH) sta šibko bazična alifatska vodotopna 
polikationa, katerih fizikalno-kemijske lastnosti so odvisne od pH in ionske moči medija, v 
katerem se nahajata. Oba se uporablja tudi za biotehnološke in biomedicinske namene (26, 
27). 
PAH je polimer v obliki soli, saj vsebuje poleg primarnih aminskih skupin tudi kloridni 
protiion. PEI pa poleg primarnih vsebuje tudi sekundarne in terciarne aminske skupine, pri 
čemer je molarno razmerje med njimi približno 1:2:1, protonacija PEI pa zato poteka pri treh 
različnih vrednostih pH. (53) Literaturne vrednosti pKa aminskih skupin obeh polikationov 
so podane v preglednici 1 (54). 
 
Preglednica 1: Uporabljena polimera PEI in PAH. Vrednosti pKa so povzete po literaturi 
 (54). 











pKa ~ 8.8 
pKa ~ 9,5 (primarni) 
       ~ 7 (sekundarni) 
       ~ 3 (terciarni) 
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V različnih delih eksperimentalnega dela smo uporabljali različne koncentracije vodnih 
raztopin polimerov, in sicer so bile uporabljene koncentracije sledeče: 0,5% m/V, 5,0% m/V, 
0,2% m/V (pri označevanju z ATTO 594), 0,35% m/V, 0,1% m/V.  
Raztopine smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico natančno natehtali potrebno maso 
polimera in dodali visoko prečiščeno vodo milliQ in raztopino pustili mešati na magnetnem 
mešalu vsaj 4 ure. Raztopinam, kasneje uporabljenim pri nanooblaganju, smo pH prilagodili 
na 7,0±0,1. Raztopinam, namenjenim označevanju s fluorescentnimi barvili, smo pH 
prilagodili na 9,0±0,1 oz. v primeru označevanja z barvilom STAR RED na  8,5±0,1. pH 




3.5.1 Priprava suspenzij bakterijskih celic 
Vse korake v postopku priprave suspenzij bakterijskih celic smo izvajali ob gorilniku, s 
čimer smo zagotavljali aseptičnost in preprečili kontaminacijo suspenzij z bakterijami iz 
okolja. 
Gojenje in redčenje celic 
Celice smo nagojili v sterilnem tekočem gojišču LB broth. Kristalček zmrznjene celične 
kulture smo dispergirali v gojišče v erlenmajerici in slednjo pokrito z alufolijo v inkubatorju 
pri 37°C (za P. stutzeri pa pri 28°C) stresali na 150 obratih na minuto 16-20 ur. V 
nadaljevanju smo uporabili prekonočno kulturo z OD600 vrednostjo večjo od 2. Vrednost OD 
(ang. optical density) predstavlja optično gostoto celic v suspenziji. Opredelimo jo s 
pomočjo turbidimetrije, ki temelji na sipanju svetlobe na poti skozi vzorec s celicami, kar z 
UV-VIS spektrofotometrom izmerimo kot absorbanco pri valovni dolžini 600 nm. 
Turbidimetrično določena OD600 je sorazmerna številčni koncentraciji celic v suspenziji 
(55). Z uporabo suspenzij z OD600 nad 2 smo zagotovili, da so uporabljene celice vse v 
stacionarni fazi glede na njihovo rastno krivuljo. Za zagotavljanje primerljivosti celičnih 
suspenzij glede na njihovo gostoto smo kulturam, ki smo jih gojili 16-20 ur, vedno pomerili 






Sestavine LB broth gojišča smo odstranili in s spiranjem z 0,9% NaCl, pri čemer je slednja 
postala tudi disperzni medij suspenzije celic. Najprej smo 1000 μL suspenzije celic z OD600 
= 1,2 v tekočem gojišču v 1,5-mililitrskih epicah centrifugirali 5 min na 2000 obratih na 
minuto. Supernatant smo odstranili s pipeto in dodali 1000 μL sterilne 0,9% raztopine NaCl, 
nato pa pelet (t.j. skupek trdnih delcev, ki se zaradi centrifugalne sile usede na dno epice) 
redispergirali s pomočjo vorteks stresalnika. Postopek spiranja smo trikrat ponovili. 
Enak postopek spiranja smo uporabili tudi za pripravo suspenzij celic za fiksacijo, le da smo 
ga v 50-mililitrskih centrifugirkah izvajali na večjih volumnih, suspenzije celic pa smo 
centrifugirali 10 min na 3500 obratih na minuto. 
Fiksacija celic 
Kot fiksacijski reagent smo uporabljali glutaraldehid. Fiksacija z glutaraldehidom temelji na 
premreženju celičnih proteinov, do katerega pride zaradi reakcije prostih amino skupin v 
aminokislinskih ostankih lizina in karbonilnih skupin glutaraldehida. Tako premreži večino 
topnih beljakovin v citosolu in jih poveže z beljakovinami citoskeleta in membrane, ostale 
komponente pa so ujete v nastali mreži.  Relativno dobro ohranja celično strukturo in obliko, 
saj enakomerno premreži komponente po celotni celici, nekaj sprememb v celični strukturi 
pa je vseeno pričakovati, saj zaradi premreženja pride tudi do denaturacije proteinov (56, 
57). 
Postopek fiksacije smo prilagodili po postopku, že opisanem v literaturi (58), in vse sledeče 
korake izvajali ob gorilniku. V sterilni 50-mililitrski centrifugirki smo 45 mililitrom 
suspenzije spranih celic E. coli ali P. stutzeri v 0,9% NaCl z OD600 = 1-2 (postopek gojenja 
in spiranja je opisan zgoraj) dodali 2140 mikrolitrov 50% raztopine glutaraldehida (z gostoto 
d = 1,106 g/mL pri 25oC) do 2,5% končne koncentracije glutaraldehida. Nato smo 
centrifugirko čez noč stresali na stresalniku, naslednji dan pa suspenzijo zopet trikrat spirali 
s 45 mililitri 0,9% NaCl z izmenjujočim centrifugiranjem (5 minut na 3500 obratih na min), 
odlivanjem supernatanta in redispergiranjem peleta. Sprane celice smo na koncu 
redispergirali v 0,9% NaCl in suspenziji pomerili OD600 ter jo pred titracijo razredčili do 
vrednosti OD600  =  0,5. 
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Uspešnost fiksacije smo preverili z opazovanjem gibljivosti celic v suspenziji z optičnim 
mikroskopom (cilj je bil doseči negibljivost) ter z inokulacijo svežega sterilnega tekočega 
gojišča LB s suspenzijo fiksiranih celic, kjer ni smelo priti do razrasta kolonij. 
Štetje celic s hemocitometrom 
V suspenzijah fiksiranih celic z OD600 = 0,5, ki smo jih kasneje uporabili za ITC, smo prešteli 
celice s hemocitometrom. 100 μL suspenzije smo zmešali s 400 μL 0,4% raztopine Trypan 
modrega barvila. 100 μL obarvane in redčene suspenzije smo napipetirali v hemocitometer 
in s pomočjo optičnega mikroskopa prešteli celice v 16 robnih kvadratkih (slika 10). 
Številsko koncentracijo celic smo izračunali po enačbi 2. 
 
Slika 10: Prikaz mreže hemocitometra in 16 robnih kvadratkov (rdeče označenih), v katerih 
preštejemo celice. Prirejeno po 59. 
 
št. celic v 16 robnih kvadratkih x 104 x 5 = št. celic / mL izhodne suspenzije 
Enačba 2: Formula za izračun številske koncentracije celic po štetju s hemocitometrom 
 
3.5.2 Barvanje celičnih membran z membranskim barvilom PAG-19 
Membrane smo označili z membranskim barvilom PAG-19, ki ga je v sklopu magistrske 
naloge pod mentorstvom doc. dr. Staneta Pajka sintetiziral Alan Godec.  




Barvilo PAG-19 je primerno za označevanje membran bakterijskih celic, saj slednje nimajo 
znotrajceličnih organelov, ki jih obdajajo membrane. Zaradi tega se PAG-19 v večinski meri 
veže le na celično membrano (60). 
1000 μL suspenzije celic v 0,9% NaCl (OD600 = 1,2)  smo dodali 20 μL 2,01 mM raztopine PAG-
19 v DMSO. Epice s suspenzijo celic smo nato ovili v folijo in inkubirali 15 min pri 37°C 
in stresanju na 150 obratih na min. Po inkubaciji smo epice centrifugirali in pelet trikrat 
spirali z 1500 μL 0,9% NaCl. Na koncu smo pelet redispergirali v 1000 μL 0,9% NaCl. 
 
3.5.3 Označevanje polielektrolitov s fluorescentnimi barvili 
Rodamin-B-izotiocianat  
Rodamin-B-izotiocianat (v nadaljevanju RITC) je rodaminsko fluorescentno barvilo z 
dvema oblikama, ki se nahajata v raznotežju – ion dvojček in spironolakton. Fluorescira le 
ion dvojček, pri čemer je ravnotežje v polarnih topilih pomaknjeno v njegovo smer. V 












Slika 12: A) Struktura RITC, B) RITC, pripet na polimer. 
 
Pripenjanje RITC ali njemu podobnega fluorescentnega barvila fluorescein-izotiocianata 
(FITC) na amino skupine polimera je bilo že opisano v literaturi. (61) Izotiocianatna skupina 
(-NCS) barvila kovalentno reagira z amino skupino polimera, pri čemer nastane tiosečninski 
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derivat (slika 12). Optimalen pH za potek reakcije izotiocianatne skupine z nevtralno amino 
skupino je 9 (62, 63) . 
 
ATTO 594 in STAR RED  
ATTO 594 in STAR RED, v literaturi imenovan tudi KK114, sta rodaminski fluorescentni 
barvili (slika 13). Literatura navaja njuno primernost tako za konfokalno kot tudi STED 
mikroskopijo (64, 65). Po navedbah proizvajalcev za barvili v vodnih medijih veljajo 
naslednje vrednosti: za ATTO 594 absorpcijski maksimum pri 603 nm in emisijski 
maksimum pri 626 nm ter za STAR RED absorpcijski maksimum pri 638 nm in emisijski 
maksimum pri 655 nm (65, 66). 
 
Slika 13: A) Kemijska struktura ATTO 594 barvila, B) kemijska struktura STAR RED oz. 
KK114 barvila. 
 
ATTO 594 NHS ester in STAR RED NHS karbonat sta obliki barvil, ki vsebujeta karbonat 
in ester N-hidroksisukcinimida. NHS ester in karbonat nastopata kot elektrofila v reakciji s 
primarnimi amini, ki imajo vlogo nukleofila. NHS ester in karbonat sta funkcionalni skupini, 
ki sta na karboksilno skupino barvila uvedeni, ker hitreje reagirata v amino skupino kot 
prosta karboksilna skupina. Reakcija poteka v fizioloških do rahlo bazičnih pogojih (pH 7-
9), pri čemer se tvori amid, odcepi pa se N-hidroksisukcinimid (slika 14). V stranski reakciji 
hidrolize voda kot nukleofil reagira z NHS estrom/karbonatom. Hitrost hidrolize se povečuje 
s pH, zato je pomembno uravnavanje pH reakcijske zmesi.  (67) 
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Slika 14: Shematski prikaz reakcije NHS estra s primarnim aminom 
 
3.5.3.1 Začetni postopek označevanja PEI z RITC 
Postopek označevanja polimerov z RITC smo povzeli po literaturi (63) in ga nekoliko 
priredili. Najprej smo pripravili 22,1 mL 0,5% m/V vodne raztopine PEI 25 kDa s pH 
9,0±0,1. Nato smo pripravili 10 mM vodno raztopino RITC tako, da smo natančno zatehtali 
30,0 mg RITC na tehtalni čolniček ter ga kvantitativno prenesli v vialo s spiranjem čolnička 
z visoko prečiščeno milliQ vodo (pridobljeno s sistemom Millipore A10 Advantage. Vialo 
smo ovili v alufolijo in raztopino pustili mešati na magnetnem mešalu čez noč. Obe raztopini 
smo združili ter ju v alufolijo oviti erlenmajerici pustili mešati 24 ur na magnetnem mešalu. 
Reakcijsko zmes smo po 24 urah z injekcijsko iglo prenesli v dializno membrano z MWCO 
(molecular weight cut-off) 3500 z namenom odstranjevanja nevezanega barvila. Vrednost 
MWCO nam pove molekulsko maso (MW) polimera v g/mol, ki se ga 90% zadrži na notranji 
strani membrane. Pred uporabo smo dializne membrane pri vseh postopkih označevanja 
najprej vsaj 10 minut namakali v prečiščeni vodi, s čemer smo z njih sprali raztopino azida, 
v katerem so bile namočene med shranjevanjem. Reakcijsko zmes smo v zatesnjeni dializni 
membrani dializirali proti 2 litroma prečiščene vode v z alufolijo oviti čaši. Vodo smo 
menjali dvakrat dnevno, dokler ni bila povsem brezbarvna in ni bilo več mogoče opaziti 
vijolične obarvanosti dializnega medija. Dializirano tekočino smo prenesli v viale, ovite z 
alufolijo, jih zmrznili s tekočim dušikom in liofilizirali 24 ur v liofilizatorju Beta 1-8K 
Manual, pri čemer je bila v prvi fazi liofilizacije temperatura polic -20°C in tlak 0,630 mbar, 
v drugi fazi pa smo spremenili temperaturo polic na -5°C. Suh produkt smo do uporabe 
shranjevali v hladilniku na 2-8°C. 
Označevanje PEI 600 kDa je potekalo po enakem postopku kot označevanje PEI 25 kDa, le 




3.5.3.2 Izboljšan postopek označevanja PEI z RITC 
Pripravili smo po 20,0 mL 5,0% m/V vodnih raztopin polimerov 25 kDa in 600 kDa s pH 
9,0 ± 0,1 z 1M HCl. Nato smo pripravili po 2,0 mL 9,326 mM raztopin RITC v DMSO. 
Takoj po tem smo združili raztopini polimera z raztopino barvila na ledeni kopeli, nato pa 
reakcijsko zmes mešali 24 ur na temperaturi 6-8°C. Postopek smo optimizirali z namenom 
znižanja števila na polikationsko verigo vezanih fluorescientnih molekul barvila in 
zmanjšanja obsega stranske reakcije barvila z vodo. Po tem smo izvedli dializo reakcijske 
zmesi skozi membrano z MWCO 3500, pri čemer smo sledili postopku dialize začetnega 
označevanja PEI 25 kDa z RITC. Tudi liofilizacijo in shranjevanje je potekalo po enakem 
postopku kot pri prvotnem označevanju PEI 25 kDa z RITC. 
 
3.5.3.3 Postopek označevanja PEI z ATTO 594 NHS estrom 
Pripravili smo 200 μL 0,36 mM raztopine ATTO 594 NHS estra v brezvodnem DMSO. 
Takoj bo tem, ko se je barvilo raztopilo, smo raztopini dodali 3 mL 0,2% m/V vodne 
raztopine PEI 600 kDa s pH 9,0 ± 0,1 in reakcijsko zmes pomešali na vibracijskem mešalu. 
Združevanje raztopin, mešanje rekacijske zmesi, dializa, liofilizacija in shranjevanje so 
potekali po enakem postopku kot pri označevanju PEI 25 kDa z RITC. 
Enako kot PEI 600 kDa je bil na Fakulteti za farmacijo z ATTO 594 NHS estrom označen 
tudi PAH 17,5 kDa, ki smo ga kasneje prav tako uporabili za nanooblaganje celic za 
opazovanje s STED mikroskopijo. 
 
3.5.3.4 Postopek označevanja polikationov s STAR RED NHS karbonatom 
Pripravili smo po 150 μL štirie enakih 1,62 mM raztopin barvila STAR RED NHS karbonata 
v brezvodnem DMSO. Takoj po tem, ko se je barvilo raztopilo, smo vsaki raztopini barvila 
dodali po 3 mL 0,35% m/V vodne raztopine enega od polikationov (PEI 25 kDa in 600 kDa 
ter PAH 17,5 kDa in 450 kDa) s pH 8,5 ± 0,1. Združitev raztopin smo izvajali na ledeni 
kopeli, nato pa reakcijsko zmes mešali 18 ur na temperaturi 6-8 °C. Po tem smo izvedli 
dializo reakcijske zmesi. Pri dializi smo za nizkomolekularne polikatione uporabili 
membrano z MWCO 8-10 kDa, za visokomolekularne polikatione pa z MWCO 100 kDa. 
Vodo smo med dializo menjali dvakrat dnevno prva 2 dneva. Nato smo vsebino membran 
dializirali še en dan proti 0,5 L 100 mM raztopine NaCl, pri čemer smo po polovici dneva 
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raztopino enkrat zamenjali. Sledila je spet dializa proti 1 litru prečiščene vode, ki je trajala 
dokler voda ni bila povsem brezbarvna in ni bilo več mogoče opaziti modre obarvanosti 
dializnega medija. Dializirano tekočino smo liofilizirali in shranjevali enako kot pri 
postopku označevanja PEI 25 kDa z RITC. 
 
3.5.4 Nanooblaganje bakterij s polielektroliti 
Za nanooblaganje bakterij smo uporabili 0,1% m/V raztopine označenih ali neoznačenih 
polimerov s pH 7,0 ± 0,1. Suspenzijo spiranih celic v 0,9% NaCl z OD600 = 1,2 smo pripravili 
po postopku, opisanem v poglavju 3.5.1. 1000 μL takšne suspenzije smo dodali 200 μL 
raztopine polimera (označenega ali neoznačenega) in vsebino epice pomešali s pomočjo 
vorteks stresalnika. Sledila je 5-minutna inkubacija suspenzije na 37°C med mešanjem na 
150 obratih na min, nato smo epice centrifugirali (5 min na 2000 obratih na min) in s pipeto 
odstranili supernatant ter začeli s spiranjem prebitnega polimera. Postopek spiranja smo 
izvajali na manj (le pri začetnem nanooblaganju z RITC-PEI) in bolj rigorozen način. Pri 
manj rigoroznem spiranju smo trikrat ponovili dodajanje in odvzemanje 1500 μL 0,9% NaCl 
brez vmesnega redispergiranja supernatanta in ponovnega centrifugiranja. Pri bolj 
rigoroznem spiranju (izvedenem pri nanooblaganju celic vseh vzorcev po začetnem 
preverjanju uporabnosti RITC-PEI) pa smo pelet redispergirali v 1500 μL 0,9% NaCl in 
zopet centrifugirali., to pa ponovili trikrat in na koncu pelet redispergirali v 1000 μL 0,9% 
NaCl. 
 
3.5.5 Vrednotenje polielektrolitnega nanooblaganja bakterijskih celic 
3.5.5.1 Elektroforetsko sipanje svetlobe 
Zeta potencial smo pomerili neobloženim živim in fiksiranim ter živim in fiksiranim 
celicam, ki smo jih predhodno nanoobložili s fluorescentno označenim polikationom. Z 
neoznačenim polielektrolitom predhodno nanoobloženim živim in fiksiranim celicam smo 
pomerili ZP. Postopek nanooblaganja je opisan v poglavju 3.5.6. Uporabili smo raztopino 
polimera s koncentracijo 0,1% m/V in pH 7,0 ± 0,1 in njene redčitve (faktorji redčenja so 
bili 3,33, 10, 20, 50, 100, 500 in 1000). Končne suspenzije nanoobloženih celic v 0,9% NaCl 
smo pred meritvijo redčili z visoko prečiščeno milliQ vodo v volumskem razmerju 1:11. 
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Meritve smo izvajali v Dip Cell celici v napravi ZetaSizer Nano. Vrednosti ZP smo podali 
kot povprečno vrednost treh meritev. 
 
3.5.5.2 Konfokalna in STED fluorescenčna mikroskopija 
Priprava vzorcev za mikroskopijo 
Na objektno stekelce smo napipetirali 10 μL suspenzije z označenim polimerom 
nanoobloženih celic in 10 μL fiksacijskega reagenta Mowiola ali ProLong Gold Antifade. 
Kapljici smo s konico pipetinega tipsa nežno pomešali kar na objektnem stekelcu, nato pa 
ju pokrili še s krovnim stekelcem. V primeru uporabe Mowiola smo počakali nekaj minut, v 
primeru ProLong Gold Antifade pa 4 ure, nato pa s prozornim lakom pritrdili krovno stekelce 
na objektno. 
Snemanje slik 
Slike smo posneli na mikroskopu proizvajalca Abberior z vodnim imerzijskim objektivom s 
60-kratno povečavo in vrednostjo NA=1,2. Ekscitacijska laserja sta imela valovni dolžini 
561 nm (za ekscitacijo barvil RITC in ATTO 594) in 640 nm (za ekscitacijo barvil STAR 
RED in PAG-19). Za STED mikroskopijo smo uporabili 2D deplecijski laser z valovno 
dolžino 775 nm. Signal smo detektirali z plazovno diodo (ADP), in sicer za RITC in ATTO 
594 v območju 580-625 nm, za STAR RED pa v območju 650-720 nm. Pretvorbo signalo v 
sliko smo izvedli avtomatično v programu Imspector (Abberior), prav tako smo v njem 
uredili slike. 
 
3.5.5.3 Izotermna titracijska kalorimetrija 
Pri titracijah smo v suspenzijo fiksiranih celic z OD600 = 0,5 v 0,9% NaCl injicirali 0,1% 
vodno raztopino polimerov, ki smo jim pH uravnali na 7,00 ± 0,02. Kot referenčne 
eksperimente smo izvedli titracije 0,9% NaCl z istimi raztopinami. Vse suspenzije in 
raztopine smo pred začetkom titracije razplinili. 
Titracije smo izvajali pri temperaturi 25 °C in obratih mešala 300/min. Volumen suspenzije 
celic (oz. 0,9% NaCl) je bil vedno 950 μL. Volumni dodatkov pri posameznem injiciranju 
so bili 6 μL, čas med posameznimi injiciranju pa 300 s (pri E. coli) in 450 s (pri P. stutzeri). 
Podatke smo obdelali v programu NanoAnalyze.   
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA  
4.1 OPTIMIZACIJA POSTOPKA OZNAČEVANJA POLIELEKTROLITA S 
FLUOROFOROM 
Za opazovanje s polielektroliti nanoobloženih živih celic s STED smo morali razviti 
postopek fluorescentnega označevanja polikationov z ustreznim barvilom. S slikami 
nanoobloženih celic s konfokalnega in STED mikroskopa smo ocenili ustreznost protokola 
označevanja polielektrolitov, ki so bili uporabljeni za tvorbo nanoobloge. Glede na mesto 
flurescence smo sklepali na lokalizacijo barvila in na podlagi tega ocenjevali potrebo po 
optimizaciji postopka tako, da smo dosegli:  
 ustrezno množinsko razmerje med kovalentno vezanimi molekulami fluorescentnega 
barvila in monomeri polimera, pri čemer želimo imeti na polimerni verigi vezanih 
dovolj fluoroforov, da lahko opazujemo nanooblogo na celici, a hkrati ne preveč, da 
prevelika zasedenost ionizirajočih aminskih skupin polikationov ne bi preveč 
spremenila lastnosti polimernih verig in s tem omejila njihovo sposobnost tvorbe 
nanoobloge celic; 
 uspešno odstranjevanje na polielektrolit nekovalentno vezanih molekul 
fluorescentnega barvila, saj lahko slednje ustvarja fluorescenco ozadja in s tem 
poslabša ločljivost ter ustvari artefakte, ki jih lahko zamenjamo za označen 
poliekation. 
Ker smo za opredelitev doseganja teh ciljev uporabili s STED fluorescenčno mikroskopijo 
pridobljene slike celic, nanoobloženih s polimeri, označenimi po posameznem postopku, 
smo hkrati spremljali tudi postopek fluorescentnega označevanja polimerov kot tudi 
nanooblaganja celic z njimi. Fluorescentno označevanje smo začeli na polimerih PEI, 
kasneje pa vključili tudi PAH. Označevanje in nanooblaganje smo spremljali na živih 
probiotikih Bacillus 41Z, kasneje pa smo se preusmerili na celice E. coli in P. stutzeri. 
Rezultati nanooblaganja celic so natančneje opisani v poglavju 4.2.2. 
 
 Začetni postopek fluorescentnega označevanja PEI z RITC 
Spremljanje primernosti postopka označevanja smo začeli z uporabo fluorescentnega barvila 
RITC. Množinski razmerji monomera in barvila, ki smo ju v reakcijski zmesi dosegli po 
združitvi raztopin polimera in barvila, sta bili pri pri začetnem postopku označevanja 
polikationov z RITC 47,8 za PEI 25 kDa in 45,1 za PEI 600 kDa. Ob upoštevanju literaturnih 
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pKa aminskih skupin v PEI (53) smo po Henderson-Hasselbachovi enačbi (68) izračunali 
tudi množinsko razmerje med protoniranimi in neprotoniranimi primarnimi aminskimi 
skupinami v polimeru. Henderson-Hasselbachova enačba nam v razredčenih raztopinah 
omogoča izračun približka razmerja med koncentracijami konjugiranega para kisline (v 
našem primeru protonirane aminske skupine) in baze (v našem primeru neprotonirana amino 
skupina). Glede na izračunane množine neprotoniranih primarnih in sekundarnih skupin so 
le-te v presežku glede na množino barvila. Zato smo pričakovali, da bo zreagiral ves RITC. 
STED slike celic Bacillus-41Z-RITC-PEI25 s polimeri, označenimi po začetnem postopku, 
kažejo na lokalizacijo polimera tako v notranjosti celice kot v disperznem medije suspenzije 








Slika 15: Bacillus celice 41Z, nanoobložena z RITC-PEI 600 kDa, označenim po začetnem 
postopku označevanja in nerigorozno spirana. Levo: konfokalna mikroskopija; desno: 
STED mikroskopija 
 
Opazovanje nanoobloge nam je v tem primeru oteževala fluorescenca ozadja, ki nakazuje 
na prisotnost prostega barvila ali pa na membrano nevezanega označenega polimera. Močno 
je fluorescirala tudi celotna notranjost, kar bi lahko bila posledica prehajanja označenega 
polimera (za nanooblaganje živih celic smo tokrat namreč uporabili le nizkomolekularni PEI 
25 kDa, za katerega sklepamo, da v primerjavi z visokomolekularnim PEI 600 kDa lažje 
prehaja membrane) ali pa prostega barvila v njeno notranjost.  
Da bi zmanjšali močno fluorescenco ozadja, smo nanooblaganje celic ponovili z bolj 
rigoroznim spiranjem nanoobloženih celic, ki je opisano v poglavju 3.5.5). S tem smo se 
želeli znebiti na celično površino nevezanega polimera, ki se nahaja v disperznem mediju 
celične suspenzije. STED slike Bacillus-41Z-RITC-PEI25 in 41Z-RITC-PEI600, pri katerih 
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je bil presežek označenega polimera spiran bolj rigorozno, so kazale na opazno zmanjšanje 
fluorescence ozadja, kar pomeni, da je bilo rigorozno spiranje potrebno za pripravo 
nadaljnjih vzorcev (slika 16). Še vedno je bilo na nekaterih slikah moč opaziti nekaj 
fluorescence v ozadju. Ta je bila verjetno posledica prisotnosti barvila, ki je bilo po 
označevanju polielektrolitov nekovalentno vezano na polikationske verige, nato pa je prišlo 
do njegovega odpuščanja v disperzni medij celične suspenzije.  
 
Slika 16: Bacillus celica 41Z, nanoobložena z RITC-PEI 26 kDa, označenim po starem 
postopku označevanja in bolj rigorozno spirana. Samo slika s STED mikroskopa. 
 
Fluorescenca v notranjosti celic je lahko posledica prehajanja označenega polikationa ali pa 
prostega barvila preko celične stene in membrane, saj je prehajanje pri nanooblaganju možno 
med inkubacijo celic, ki jo izvajamo pred odstranjevanjem prebitnega polielektrolita s 
spiranjem. Zato smo z RITC-PEI obložili tudi Bacillus spore 41Z, saj je za spore značilna 
veliko manjša permeabilnost ovojnice glede na celično steno in membrano vegetativne 
celice. Pri tem smo uporabili RITC-PEI 25 kDa, saj smo zanj predpostavili večjo verjetnost 
prehajanja v notranjost kot v primeru RITC-PEI 600 kDa. Slike nanoobloženih spor 41Zs-
RITC-PEI 25 kDa (slika 17) so pokazale na lokalizacijo označenega polimera pretežno na 
površini spore, vendar je bilo nekaj fluorescence opaziti tudi v notranjosti. Zaradi tega 
posumimo na možnost prisotnosti nekovalentno vezanega RITC v produktu označevanja 
PEI po prvotnem postopku. Ali je fluorescenca v notranjosti posledica prehajanja barvila (ki 
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ima v primerjavi s polimeri mnogo manjšo molekulsko maso) ali pa slabe ločljivosti, nismo 
mogli vedeti, zato smo v nadaljevanju izboljšali postopek označevanja pEI z RITC. 
 
Slika 17: Bacillus 41Z spore, nanoobložene z RITC-PEI 25 kDa, označenim po starem 
postopku označevanja. Levo: konfokalna mikroskopija; desno: STED mikroskopija. 
 
 Izboljšave postopka fluorescentnega označevanja PEI z RITC 
Pri izboljšanem postopku označevanja PEI z RITC smo se želeli znebiti prostega barvila, 
katerega nam z dializo reakcijske zmesi lahko ne bi uspelo odstraniti zaradi nekovalentne 
vezave barvila na polimer v času dialize. Prosto barvilo namreč skupaj z RITC-PEI ostaja v 
liofilizirani suhi snovi in se lahko kasneje po ponovnem raztapljanju odpušča v disperzni 
medij ter fluorescira v ozadju. Poleg tega smo želeli znižati koncentracijo vezanega barvila 
na mestih lokalizacije polimera, kar smo dosegli z zmanjšanjem množinskega razmerja med 
kovalentno vezanim barvilom in monomeri polikationa. Za ta namen smo uvedli tri 
spremembe: 
 RITC smo pred združitvijo s PEI raztopili v DMSO namesto v vodi, s čimer smo 
skrajšali čas, ko sta barvilo in voda v stiku. Voda namreč lahko reagira kot nukleofil 
z izotiocianatno skupino, ki je elektrofilna (69). S tem zmanjša količino barvila, ki 
je na razpolago za želeno reakcijo z amino skupinami polimera. 
 Za zmanjšanje obsega zgoraj omenjene stranske reakcije RITC z vodo smo 
označevanje izvajali pri 0°C. 
 Koncentracijsko razmerje med barvilom in amino skupinami polimera smo 30-krat 
zmanjšali, s čimer teoretično lahko dosežemo kovalentno vezavo 1 molekule RITC 




Preglednica 2: Izračunana množinska razmerja monomerov in RITC 
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Na površini 41Z-RITC-PEI600 je bila sicer komaj vidna nanoobloga iz označenega 
polikationa, vendar je bila fluorescenca prisotna tudi na nekaterih mestih v notranjosti celice 
(slika 18). Ker nismo vedeli, ali je v celice Bacillus 41Z prehajalo le prosto barvilo ali 










Slika 18: Bacillus celici 41Z, nanoobloženi z RITC-PEI 600 kDa, označenim po novem 
postopku označevanja. Levo: konfokalna mikroskopija; desno: STED mikroskopija 
 
Primerjava Bacillus-41Z-RITC-PEI600 in z enakim polikationom nanoobloženih celic E. 
coli-RITC-PEI600 (slika 19) kaže na izključitev možnosti, da je fluorescenca v notranjosti 
Bacillus-41Z-RITC-PEI600 posledica vstopanja le prostega barvila, saj bi v tem primeru 
pričakovali primerljivo intenzivno fluorescenco tudi v notranjosti E. Coli-RITC-PEI600, ki 
pa je zelo slabo opazna. To nas vodi v sklep, da smo s prilagojenim postopkom uspešno 
zmanjšali koncentracijo prostega barvila, ki sicer fluorescira v ozadju in prehaja v notranjost 
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celic tudi, ko polimer ostaja na površini. Iz tega smo tudi sklepali, da je membrana Bacillus 
celic 41Z permeabilna za visokomolekularni PEI 600 kDa za razliko od membrane E. coli, 
preko katere ta polikation ne prehaja. Zato smo v nadaljevanju naloge nanooblaganje 
Bacillus celic 41Z opustili, saj je permeabilnost njihove celične stene in membrane za 
polikatione oteževala opazovanje tvorbe nanoobloge. 
 
Slika 19: E. coli, nanoobložena z RITC-PEI 600 kDa, označenim po novem postopku 
označevanja. Levo: konfokalna mikroskopija; desno: STED mikroskopija 
 
Po optimizaciji postopka označevanja PEI z RITC smo enak postopek uporabili tudi za 
označevanje polielektrolitov z drugimi barvili, ki smo jih preizkusili za namen ugotavljanja 
primernosti za uporabljen STED mikroskop. Preizkus ustreznosti barvil je predstavljen v 
nadaljevanju naloge (poglavje 4.2).  
Poleg optimizacije postopka označevanja smo obravnavali tudi pripravo vzorcev 
nanoobloženih celic za STED mikroskopijo, pri čemer smo primerjali dva različna 
fiksacijska reagenta. Primerjali smo ločljivost na krovno stekelce z različnima reagentoma 
fiksiranih STED slik celic, nanoobloženih s polikationi, ki so bili označeni z barvilom STAR 
RED, pri čemer smo polikatione označili po optimiziranem postopku. Reagenta za fiksacijo 
sta bila Mowiol in ProLong Gold Antifade. Ločljivost je bila pri različnih reagentih za 
fiksacijo primerljiva (slika 20), zato smo ocenili, da je razlika zanemarljiva in lahko 
uporabimo kateregakoli od njiju. Pri vzorcih v nadaljevanju naloge smo tako uporabljali tako 
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Mowiol (pri večini vzorcev) kot tudi ProLong Gold Antifade (pri nanooblaganju celic s 
padajočimi koncentracijami fluorescentno označenih polimerov). 
Slika 20: Primerjava E coli, nanoobloženih s STAR RED označenim PEI 600 kDa in 
fiksiranih z različnima fiksacijskima reagentoma. Levo: uporabljen ProLong Gold 
Antifade; desno: Mowiol. Obe sliki sta narejeni s STED mikroskopijo. 
 
4.2 IZBOR USTREZNEGA FLUORESCENTNEGA BARVILA ZA OZNAČEVANJE 
POLIELEKTROLITOV IN SPREMLJANJE S STED MIKROSKOPIJO 
Za opazovanje fluorescentno označene polikationske nanoobloge celic s STED smo morali 
pri označevanju polielektrolitov uporabiti barvilo, ki izkazuje na STED mikroskopu boljšo 
ločljivost kot na konfokalnem mikroskopu. Primernost barvila za STED smo ocenili s 
primerjavo slik, pridobljenih z uporabo STED laserja, in slik, pridobljenih z opazovanjem z 
navadno konfokalno fluorescenčno mikroskopijo. Razliko v ločljivosti smo kvalitativno 
ocenili z opazovanjem slik, zato se v nadaljevanju besedila izraz ločljivost nikdar ne nanaša 
na njeno kvantitativno določitev. 
 
Preizkus ustreznosti RITC kot fluorescentnega barvila za STED mikroskop 
Pri zgoraj opisani optimizaciji postopka označevanja PEI z RITC smo posneli slike 
nanoobloženih bakterijskih celic (slike 17-19), vendar nismo uspeli doseči željenega 
izboljšanja ločljivosti na STED mikroskopu v primerjavi s konfokalnim mikroskopom. To 
kaže na to, da RITC ni združljiv z uporabljenim sistemom STED fluorescenčnega 
mikroskopa. Zato smo po enakem postopku označevanja pripravili tudi polikatione, na 
katere smo vezali barvili ATTO 594 in STAR RED, pri čemer smo množinsko razmerje med 
monomeri in barvilom ohranjali v velikostnem razredu 1000-2000. Odtenki vseh treh barvil 
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na vseh slikah v nadaljevanju niso enaki njihovim dejanskim odtenkom, temveč so bili 
izbrani med urejanjem slik v programu Imspector za lažjo primerjavo. 
 
Preizkus ustreznosti ATTO 594 kot fluorescentnega barvila za STED mikroskop 
Z barvilom ATTO 594 v obliki NHS estra smo označili PEI 600 kDa. Optimiziran postopek 
za označevanje polikationov z RITC, je primeren tudi za označevanje z ATTO 594. To je 
razvidno iz slike 20, na kateri v ozadju ni fluorescence prostega barvila. Slika 21 kaže tudi, 
da barvilo ATTO 594 izkazuje le majhno izboljšavo ločljivosti pri STED mikroskopiji v 
primerjavi s konfokalno mikroskopijo. Zaradi tega smo določili, da barvilo ATTO 594 ni 





Slika 21: E. coli, nanoobložena s PEI 600 kDa, označenim z ATTO 594. Levo: konfokalna 
mikroskopija; desno: STED mikroskopija 
 
Preizkus ustreznosti STAR RED kot barvila za STED mikroskopijo 
Naslednje preizkušeno barvilo je bilo STAR RED, s katerim smo označili polikation PAH 
17,5 kDa. Ker smo v prejšnjem delu naloge potrdili ustreznost postopka vezave ATTO 594 
na polikatione, princip vezave pa je pri STAR RED enak, je postopek označevanja kot pri 
ATTO 504 primeren tudi za barvilo STAR RED. Z označenim polikationom smo 
nanoobložili celice E. coli in jih opazovali s konfokalno in STED mikroskopijo. 
 
Pri vzorcu E. coli-PAH450-STAR RED je mogoče opaziti izboljšanje vidne ločljivosti pri 
uporabi STED laserja za razliko od konfokalne mikroskopije (gl. sliko 22). Na STED sliki 
je polimerna nanoobloga namreč bolj izrazita, intenziteta fluorescence v notranjosti celice 
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pa je v primerjavi z njo opazno manjša. S potrditvijo ustreznosti STAR RED za uporabljen 
sistem STED mikroskopije smo ga uporabili še označevanje polikationov PEI 25 kDa, PEI 
600 kDa in PAH 17,5 kDa ter z njegovo pomočjo opazovali prve plasti nanoobloge pri 
plastenju celic. 
 
Slika 22: E. coli-PAH450-StarRed; levo: konfokalna mikroskopija; desno: STED 
mikroskopija 
  
4.3 SISTEMATIČNO PREUČEVANJE POLIELEKTROLITNEGA 
NANOOBLAGANJA 
Polielektrolitno oblaganje smo sistematično preučili z meritvijo ZP neobloženih in 
nanoobloženih bakterijskih celic E. coli in P. stutzeri, opazovanjem na njuni površini 
tvorjene naoobloge iz fluorescentno označenih polikationov s STED mikroskopijo in 
spremljanjem nanooblaganja z izotermno titracijsko kalorimetrijo. Vse celice s obile v času 
nanooblaganja žive, ko pa smo jih zaradi priprave preparata za STED mikroskopijo fiksirali 
na objektno stekelce, nismo bile več viabilne. Uporabljeni polielektroliti so bili 
fluorescentno označeni in neoznačeni PEI 25 kDa, PEI 600 kDa, PAH 17,5 kDa in PAH 450 
kDa. Spremljali smo tudi razlike pri nanooblaganju z različnimi koncentracijami 
polikationov. 
 
4.3.1 Zeta potencial celic in potrditev uspešnosti nanooblaganja 
Pričakovali smo spremembo z negativne (pred nanooblaganjem) na pozitivno vrednost (po 
nanooblaganju), zato smo pomerili ZP neobloženim živim in fiksiranim celicam ter z 
neoznačenimi polimeri nanoobloženim živim in fiksiranim celicam. V preglednici 3 so 
prikazane vrednosti ZP, izmerjene neobloženim in z 0,1% m/V raztopinami polimerov 
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nanoobloženim celicam. Sprememba iz negativnega v pozitiven ZP potrjuje uspešnost 
nanooblaganja. 
 
Preglednica 3: Zeta potencial neobloženih in nanoobloženih celic. Pri nanooblaganju smo 
uporabili 0,1% m/V raztopino polimera. ZP je podan kot povprečje 3 meritev. 
Vidimo lahko, da je ZP neoboloženih celic negativen, in sicer je bolj negativen pri nativnih 
kot fiksiranih celicah. ZP vseh nanoobloženih celic je pozitiven. To potrjuje menjavo 
površinskega naboja celic. Med izmerjenimi ZP enakih celic, nanoobloženih z različnimi 
polikationi, so opazne manjše razlike. Nanoobložene žive in fiksirane celice se med seboj 
razlikujejo, čeprav je polielektrolitna nanoobloga, od katere je v večinski meri odvisen ZP, 
iz enakih polikationov. Skupno vsem rezultatom je to, da imajo fiksirane celice višji ZP kot 
žive, kar je razumljivo, saj imajo neobložene fiksirane celice tudi manj negativen ZP kot 
nativne. To pomeni, da proces fiksacije na površini celic povzroči spremembe, ki lahko 
spremenijo elektrostatske interakcije med celično površino in nabitimi materiali, s tem pa 
lahko vpliva tudi na tvorbo polikationske plasti nanoobloge in njene lastnosti. Z meritvami 
ZP smo torej potrdili uspešnost tvorbe polikationske nanoobloge tako živih kot fiksiranih 
celic, kar pomeni, da je kasnejša uporaba fiksiranih celic pri opazovanju nanooblaganja z 
ITC v nadaljevanju naloge smiselna. Vseeno pa smo dokazali tudi razlike v površinskem 
naboju nativnih in fiksiranih celic, kar pomeni, da bodo rezultati ITC titracij fiksiranih celic, 
ki jih predstavljamo v nadaljevanju naloge (poglavje 4.3.3), le približek tvorbi nanoobloge 
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Poleg izhodnih raztopin polikationov s koncentracijo 0,1% m/V smo za nanooblaganje 
uporabili še nižje koncentracije in tako nanoobloženim celicam pomerili ZP. Na sliki 23A 
(primer za žive celice E. coli) v prilogah 1-3 (primeri za ostale celice) je prikazano 
spreminjanje ZP v odvisnosti od koncentracije polikationa, uporabljenega pri 
nanooblaganju. Izhodiščna vrednost ZP je ZP neobloženih celic, ki je v vseh primerih najbolj 
negativen. Z višanjem koncentracije polimera za nanooblaganje raste tudi ZP nanoobloženih 
celic (za vse pare polikation-vrsta celic) in pri določeni koncentraciji polikationa je ZP 
nanoobložene celice 0 mV, saj smo dosegli navidezni neto naboj 0. Nato ZP narašča v 
pozitivne v smeri pozitivnih vrednosti. Iz tega lahko sklepamo, da se z večanjem količine 
polikationa, ki je na voljo za vezavo na celično površino, povečuje tudi njena zapolnjenost 
z njim. Če koncentracijo oblagalne raztopine polikationa še dodatno povečamo, je 
zapolnjenost celične površine s polikationom že takšna, da je njen neto naboj pozitiven. Do 
tega najverjetneje pride zaradi prekrivanja negativno nabitih skupin na celični površini z 
nanooblogo in uvajanjem pozitivno nabitih skupin polikationa. S spremembo ZP 
nanoobloženih celic v pozitivno vrednost (glede na negativen ZP neobloženih celic) torej 
potrdimo uspeh tvorbe polikationske nanoobloge na površini opazovanih bakterij. Slika 23B 
prikazuje ožje koncentracijsko območje kot slika 23A in nam omogoča vizializacijo 





Slika 23: Spreminjanje ZP v odvisnosti od koncentracije polimera v dodani raztopini pri 
nanooblaganju živih E. coli v celotnem koncentracijskem območju (A) in v ožjem 
koncentracijskem območju nižjih koncentracij oblagalne raztopine (B) 
 
Na slikah 23A vidimo, da ZP z večanjem koncentracije polimera za nanooblaganje najprej 
strmo narašča, nato pa se začne ustaljevati. Iz tega lahko sklepamo, da pri dovolj velikem 
razmerju med številom celic v suspenziji in množino dodanega polikationa dosežemo 
popolno nasičenje celične površine oz. njeno celotno zasedenje s polimernimi verigami. 
Slednje v nadaljevanju naloge preučujemo tudi z ITC. 
Opaziti je tudi razliko med E. coli in P. stutzeri v naraščanju ZP z večanjem koncentracije 
polikationa. ZP hitreje narašča pri E. coli kot pri P. stutzeri (slika 24). To bi bila lahko 
posledica prehajanja dela dodanega polikationa v notranjost P. stutzeri, zaradi česar ga je 
manj na voljo za zapolnjevanje celične površine in je za spremembo ZP iz negativnega v 
pozitivnega potreben dodatek večje količine polikationa kot pri nanooblaganju fiksiranih E. 
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coli, v katere polikationi ne prehajajo. Prehajanje v P. stutzeri smo kasneje potrdili tudi s 
STED mikroskopijo celic, nanoobloženih z označenimi polikationi, ter z ITC. 
Z meritvijo spremembe ZP bakterijskih celic po nanooblaganju smo potrdili tvorbo 
polielektrolitne nanoobloge. V nadaljevanju smo nanooblaganje preučevali s STED 
mikroskopijo. 
 
Slika 24: Primerjava spreminjanja ZP v odvisnosti od koncentracije polimera v dodani 




4.3.2 Vizualizacija nanooblaganja s STED mikroskopijo 
Pred vizualizacijo nanooblaganja celic s polikationi, označenimi z izbranim barvilom STAR 











Slika 25: E. coli, katerih membrane so označene s PAG-19. Levo: konfokalna 


































Slika 26: E. coli, označena z membranskim barvilom PAG-19 (ekscitiran z laserjem 
valovne dolžine 640 nm) in nanoobložena s PAH 17,5 kDa, označenim z ATTO 594 
(ekscitiran z laserjem valovne dolžine 561 nm). Levo zgoraj: konfokalna mikroskopija 
ATTO 594; levo spodaj: STED mikroskopija ATTO 594; desno zgoraj: konfokalna 
mikroskopija PAG-19; desno spodaj: STED mikroskopija PAG-19. 
 
Barvilo PAG-19 izkazuje izboljšanje ločljivosti pri STED v primerjavi s konfokalno 
mikroskopijo (slika 25). Enake celice z označenimi membranami smo tudi nanoobložili s 
polikationom PAH 17,5 kDa, označenim z ATTO 594 (slika 26) in jih primerjali z 
neobloženimi. 
Primerjava lokalizacije barvila PAG-19 na celicah brez in z polikationsko oblogo (sliki 25 
in 26) kaže, da je membransko barvilo PAG-19 neprimerno za uporabo na celicah, ki jih 
kasneje tudi nanooblagamo s polikationi, saj se po tvorbi nanoobloge spremeni lokalizacija 
barvila PAG-19. Slika 25 namreč kaže lokalizacijo membranskega barvila PAG-19 le na 
celični površini, zaradi česar sklepamo, da je označila le celično membrano. Medtem slika 
26 kaže premik PAG-19 tudi v celično notranjost, ki se očitno zgodi po nanooblaganju. 
Nadaljnja hkratna uporaba PAG-19 s polikationi torej opuščamo tudi zato, ker polielektrolit 
očitno povzroča premikanje membranskega barvila PAG-19. Hkratno barvanje membran in 
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nanooblaganje celic s fluorescentno označenimi polielektroliti bi bilo torej primerno le v 
primeru, ko bi membransko barvilo kovalentno vezali na komponente celičnih membran, da 
zaradi tvorbe nanoobloge ne bi prišlo do premika barvila. 
Zaradi ugotovitve, da je PAG-19 nezdružljiv z našim načinom preučevanja tvorbe 
nanoobloge, nam je vizualizacija fluorescentno označenih membran bakterijskih celic 
služila le kot orientacija, kakšne slike pričakovati v primeru večinske lokalizacije 
fluorescentno označenih polikationov na celični površini. Označevanje membran nam 
namreč pomaga oblikovati predstavo slike, kakršno lahko pričakujemo v primeru, ko se 
večina barvila nahaja na celični površini oz. membrani in ne tudi v notranjosti. Takšen primer 
so npr. Bacillus celice 41Z, pri katerih je opazna razlika v lokalizaciji fluorescirajočih barvil 
po celotni celici (zaradi prehajanja označenih polimerov v notranjost) in pretežno na celični 
membrani (pri PAG-19 označevanju). Opisan primer je predstavljen na sliki 27, kjer so 
Bacillus celice 41Z nanoobložene s polimerom, označenim z ATTO 594, in imajo hkrati 
označene membrane. Ker imata barvili različna ekscitacijska maksimuma, lahko njuno 
lokalizacijo opazujemo z menjavo laserja za vzbujanje. Razlika v lokalizaciji barvila se vidi 
že na konfokalnem mikroskopu, je pa vidno tudi, da je PAG-19 primeren za uporabljen 
STED mikroskop, medtem ko ATTO 594 ni. Na koncu smo kot barvilo za označevanje 
polikationov izbrali STAR RED, pri katerem smo izbrali ekscitacijski laser z valovno 
dolžino 640 nm, kar je bil dodaten razlog za opuščanje hkratne uporabe membranskega 
barvila PAG-19 z označenimi polikationi. Za ekscitacijo PAG-19 namreč uporabljamo isti 
laser, saj imata barvili podoben ekscitacijski maksimum. 
Slika 27: Bacillus celice 41Z označene z membranskim barvilom PAG-19 (ekscitiran z 
laserjem valovne dolžine 640 nm) in nanoobložene s PEI 600 kDa, označenim z ATTO 594 
(ekscitiran z laserjem valovne dolžine 561 nm). Levo zgoraj: konfokalna mikroskopija 
 ATTO 594; levo spodaj: STED mikroskopija ATTO 594; desno zgoraj: konfokalna 












Slika 28: Združitev STED slik s slike 27, posnetih v različnih kanalih. Na sliki zelena barva 
predstavlja ATTO 594, rdeča pa PAG-19. 
 
Kljub temu da barvila PAG-19 nismo mogli uporabiti v kombinaciji z označenimi 
polikationi, smo z njegovo pomočjo dobili predstavo, kakšen je izgled lokalizacije barvila 
na celični površini. Po tem začeli opazovati vezavo z izbranim barvilom označenih 
polielektrolitov na bakterijsko celico brez fluorescentno označene membrane. Opazovali 
smo nanooblogo na celicah na celicah E. coli in P. stutzeri. Poleg 0,1% raztopine označenih 
polimerov so v sklopu projekta posneli tudi slike vzorcev, kjer so bile za enak postopek 
plastenja uporabljene tudi redčitve izhodnih raztopin. Za namen opisa in komentiranja STED 
slik z različnimi koncentracijami polikationov nanoobloženih celic v nadaljevanju naloge so 
v preglednici 4 podani primeri imen vzorcev.  
Glavna gonilna sila vezave polikationa na celično steno so elektrostatske interakcije, zato 
sklepamo, da so razlike v vezavi fluorescentno označenih in neoznačenih polikationov 
zanemarljive. Delež amino skupin, ki zaradi kovalentne vezave barvila izgubijo sposobnost 
protonacije, je namreč majhen (manj kot 0,1%) zaradi česar je tudi razlika v gostoti naboja 









Preglednica 4: Primeri oznak vzorcev glede na koncentracije označenih polikationov, ki 
smo jih uporabili za nanooblaganje celic. Vse skupaj smo pripravili 32 vzorcev. S STAR 
RED označene vse 4 polikatione (PEI 25 kDa, PEI 600 kDa, PAH 17,5 kDa in PAH 450 
kDa smo nanoobložili celice E. coli in P. stutzeri. Za vsako kombinacijo vrsta celice-
označen polikation smo uporabili 4 koncentracije (0,1%, 0,03125%, 0,01560% in 
0,00195% m/V). 
 




Oznaka z označenim 
polimerom obloženih celic 
E. coli  PEI25-StarRed 0,1% E. coli-PEI25-StarRed-1 
E. coli  PEI25-StarRed 0,03125% E. coli-PEI25-StarRed-2 
E. coli  PEI25-StarRed 0,01560% E. coli-PEI25-StarRed-3 
E. coli  PEI25-StarRed 0,00195% E. coli-PEI25-StarRed-4 
 
 
4.3.2.1 Vizualizacija nanooblaganja E. coli s STED mikroskopijo 
V nadaljevanju so vse prikazane slike posnete s STED mikroskopijo, ki se je pri uporabi 
barvila STAR RED izkazala za mikroskopsko metodo z boljšo ločljivostjo napram 
konfokalni mikroskopiji. Ločljivost je bila primerljiva s tisto v že objavljeni literaturi o 
uporabi STED za opazovanje celičnih struktur. Opazovanje nanoobloženih celic E. coli je 
pokazalo tvorbo nanoobloge, kar se ujema z do sedaj objavljeno literaturo in v njej 
navedenimi podatki, da imata polikationa PEI in PAH sposobnost vezave na celično površino 
(31). Fluorescenca nanoobloge ni povsem enakomerna v primeru kateregakoli polimera. 
Vzrok temu je lahko nezadostna ločljivost za opazovanje struktur z dimenzijami debeline 
ustvarjene polikationske plasti, možno pa je tudi, da debelina nanoobloge dejansko ni 
enakomerna po celotni površini celice. To lahko razložimo z dejstvom, da je sestava celične 
stene heterogena (27), zaradi česar ima celica na svoji površini neenakomerno razporejene 
komponente, ki so na voljo za tvorbo interakcij s polimerom. Debelina polikationske 
nanoobloge, kakršno prikazujejo STED slike (slike 29-36), je velikostnega razreda 100-300 
nm. Slike nam podajajo le približno oceno debeline nanoobloge, ali so njene resnične 
dimenzije res takšne, pa ne moremo vedeti, saj ne vemo, kakšna je v našem primeru dejanska 
ločljivost STED mikroskopa za izbrano barvilo in kolikšen del fluorescence v območju 




Viabilnosti celic zaradi fiksacije preparata nismo mogli oceniti s pomočjo fluorescenčne 
mikroskopije, vendar smo pri snemanju vzorca E. coli-PEI600-StarRed-1 opazili tudi 
prisotnost celic, katerih izgled namiguje, da bi bile lahko v času fiksacije ravno v fazi delitve 
(slika 29). Iz tega sklepamo, da je ohranjanje viabilnosti pri plastenju E. coli s PEI 600 kDa 
kot prvo plastjo polielektrolitne nanoobloge mogoče kljub potencialni citotoksičnosti 
polikationov, ki lahko povečujejo permeabilnost celične stene gramnegativnih bakterij ali 
sami prehajajo vanje (11). Še posebno spodbudno je dejstvo, da smo celico v fazi delitve 
ujeli ravno pri nanooblaganju z najvišjo koncentracijo polimera. Kljub temu pa je STED 
mikroskopija kot metoda za natančnejšo opredelitev viabilnosti neprimerna, saj moramo 
celice pred opazovanjem fiksirati. Njihovo premikanje med snemanjem namreč onemogoča 
snemanje jasnih slik zaradi dolgotrajnosti metode, kar pomeni, da pri gibljivih celicah 
dobimo razmazane slike. Celice so torej pred pripravo vzorca lahko žive, vendar fiksacija 
vpliva na njihovo delitev, zaradi česar je oteženo opazovanje celične delitve v resničnem 
času. Za nadaljnje ocene ohranjanja viabilnosti bi morali uporabiti druge metode (npr. 
metabolne teste ali teste rasti). 
 
Slika 29: E. coli-PEI600-StarRed-1 
 
Vpliv koncentracije polikationov na debelino nanoobloge E. coli 
Primerjava nanooblog, nastalih pri nanooblaganju z različnimi koncentracijami polimerov, 
je pokazala, da njihova debelina, kakršno vidimo na STED slikah, ni odvisna od 
koncentracije polikationa. Enako velja za vse polimere (tako visoko- kot nizkomolekularne). 
Na sliki 30 lahko vidimo primerljive debeline nanoobloge na E. coli-PEI600-1, E. coli-
PEI600-StarRed-2 in E. coli-PEI600-StarRed-4. Iz tega sklepamo, da se prebitni polimer po 
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vezavi kationa na celično površino uspešno odstrani v postopku spiranja, na celici pa vedno 
ostane enaka količina nanoobloge.  
 
Slika 30: A) E. coli-PEI600-StarRed-1, B) E. coli-PEI600-StarRed-2, C) E. coli-PEI600-
StarRed-4 
 
Vpliv molekulske mase na prehajanje polikationov v celice E. coli 
Primerjava nanooblaganja z enakimi koncentracijami visokomolekularnega in 
nizkomolekularnega PEI in PAH ne kaže na vpliv molekulske mase na prodiranje 
polikationov v notranjost celice, saj je intenzivnost fluorescence v notranjosti celice v 
primerjavi z nanooblogo pri PEI 25 kDa in PEI 600 kDa (slika 31) ter pri PAH 450 kDa in 
PAH 17,5 kDa (slika 32) primerljiva. 
 





Slika 32:  A) E. coli-PAH450-StarRed-4, B) E. coli-PAH17,5-StarRed-4 
  
4.3.2.2 Vizualizacija nanooblaganja P. stutzeri s STED mikroskopijo 
Na STED slikah nanoobloženih P. stutzeri tvorba nanoobloge ni tako izrazito vidna kot pri 
E. coli. Fluorescenca na površini celice v primerjavi s fluorescenco v njeni notranjosti je 
sicer šibkejša, vendar je razlika v intenziteti manj izrazita kot pri E. coli. Vseeno je možno 
opaziti sloj fluorescence na površini celice, ki je intenzivnejše obarvan kot v notranjosti 
celice in njeni okolici (slika 33). Iz tega lahko sklepamo, da do tvorbe nanoobloge sicer 
prihaja, vendar del polikationa prehaja tudi v celično notranjost. Intenzivna fluorescenca v 






Slika 33:  P. stutzeri-PEI600-StarRed-2; prikazana je neizrazita razlika v intenzivnosti 
fluorescence nanoobloge in notranjosti celice. 
 
 
Vpliv koncentracije polikationov na debelino nanoobloge P. stutzeri 
Primerjava slik celic, nanoobloženih z enakimi polimeri različnih koncentracij, pri P. stutzeri 
pokaže, da se s padanjem koncentracije tanjša intenzivnejša fluorescirajoča plast okoli 
celice. To prikazuje  slika 34, na kateri lahko primerjamo nanooblaganje z označenim PAH 
450 kDa različnih koncentracij.  
 
Slika 34: A) P. stutzeri-PAH450-StarRed-2, B) P. stutzeri-PAH450-StarRed-3, C) P. 
stutzeri-PAH450-StarRed-4 
 
Iz tega bi lahko sklepali, da koncentracija polimera v oblagalni raztopini vpliva na debelino 
nastale nanoobloge oblaganih celic P. stutzeri, vendar je to le malo verjetno, saj smo pri 
STED snemanju s padajočimi koncentracijami nanoobloženih E. coli to hipotezo ovrgli (gl. 
zgoraj). Glede na opaženo prehajanje polikationov v notranjost P. stutzeri, v notranjost E. 
coli pa ne, je debelejša fluorescirajoča plast pri višji nanooblagalni koncentraciji polimera 
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verjetno posledica njegovega prodiranja v bakterije. Višja koncentracija polimera bi lahko 
namreč pomenila večjo količino označenega polimera, ki prodre v celico. Prebitni polimer 
smo odstranili v postopku spiranja (kar kaže primerljivost debeline nanoobloge pri za 
polikatione nepermeabilnih E. coli), torej je del tega, kar na STED slikah opazimo kot 
intenzivnejše fluorescirajočo plast na celični površini, po takšni interpretacijji pravzaprav 
označen polimer, ki je že prišel v notranjost celice, takšen prispevek  tej “navidezni 
nanooblogi” pa je seveda največji pri P. stutzeri-x-StarRed-1 in manjši pri P. stutzeri-x-
StarRed, nanoobloženimi z manjšimi koncentracijami označenih polimerov. 
 
Vpliv molekulske mase na prehajanje polikationov v celice P. stutzeri 
Iz slik celic, nanoobloženih z enakimi koncentracijami visokomolekularnega in 
nizkomolekularnega polimera, ne moremo razbrati opaznih razlik v debelini nanoobloge ali 
razlik v sposobnosti prodiranja polikationov v notranjost celice. Na slikah 35 in 36 sta 
prikazani primerjavi P. stutzeri-PEI25-StarRed-1 in P. stutzeri-PEI600-StarRed-1 ter P. 
stutzeri-PAH17,5-StarRed-1 in P. stutzeri-PAH450-StarRed-1.  
Iz primerjav lahko vidimo, da ni opazne razlike v lokalizaciji fluorescirajočega barvila glede 
na molekulsko maso polielektrolita, na katerega smo barvilo pripenjali. Molekulska masa 
polimera torej nima vpliva na prodiranje v P. stutzeri, saj je njena celična stena permeabilna 
za tako nizko- kot visokomolekularne polikatione. Ali prehajanje v bakterijo pomeni tudi 
citotoksičnost polikatonov, ne moremo vedeti le na podlagi STED mikroskopije oz. bi morali 
to preučiti z dodatnimi preiskavami viabilnosti. Kljub temu STED mikroskopija predstavlja 
tehniko, s katero lahko ocenjujemo potencialno citotoksičnost polielektrolitov kot 
komplementarno tehniko testom viabilnosti. Če s slednjimi potrdimo citotoksičnost 

















Slika 36: A) P. stutzeri-PAH17,5-StarRed-1; B) P. stutzeri-PAH450-StarRed-1 
 
4.3.2.3 Primerjava prepustnosti celične stene E. coli in P. stutzeri za polikatione 
Primerjava celic (slike 29-36) med sabo pokaže, da je celična stena P. stutzeri bolj prepustna 
za preučevane polikatione kot celična stena E. coli. To lahko sklepamo na podlagi tega, da 
je razlika v intenziteti fluorescence na površini P. stutzeri, kjer pričakujemo tvorbo 
nanoobloge, in notranjostjo celice manjša kot pri E. coli. To nas vodi v zaključek, da je lahko 
razlika v prehajanje preučevanih polikationov odvisno od drugih lastnosti celične stene ali 
membrane, po vsej verjetnosti od razlik v membranskih proteinov E. coli in P. stutzeri. V 
primeru, da bi z drugimi metodami (testi viabilnosti) potrdili citotoksičnost posameznih 
polikationov za P. stutzeri in ne za E. coli, bi STED zaradi vizualizacije lokalizacije 
polikationov predstavljala obetavno metodo opredelitve potencialnega mehanizma 




4.3.3 Termodinamika polielektrolitnega nanooblaganja 
Z ITC smo  spremljali nanooblaganje celic in dejanski potek vezave polielektrolitnih verig  
na površino celic in ne le končno stanje nanoobloženih celic, kot smo jih lahko spremljali s 
STED mikroskopijo. Izvedli smo titracije, pri katerih smo vodno raztopino polikationa 
injicirali v suspenzijo fiksiranih celic, dispergiranih v 0,9% NaCl. Te titracije smo primerjali 
z referenčnimi oz. slepimi titracijami medija brez celic. Merili smo toploto, ki se sprosti pri 
posameznem injiciranju raztopine polielektrolita. Rezultate predstavljamo s termogrami, ki 
prikazujejo časovni potek spreminjanja toplotnega toka. Vrhovi, ki sovpadajo s posameznim 
injiciranjem raztopine polimera v suspenzijo celic, so eksotermni, s čimer potrdimo naše 
predvidevanje, da je proces vezave polikationa na negativno nabito površino celice spontan 
in eksotermen proces (slika 37). 
Referenčne titracije izkazujejo podobno obliko termograma kot titracije suspenzije celic, 
vendar so absolutne višine vrhov manjše kot pri dejanskih titracijah (slika 37). Sklepamo, 
da je razlika v sproščeni toploti posledica interakcij med sestavinami raztopine 
polielektrolite in suspendiranimi celicami, saj so slednje edina komponenta titracij 
suspenzije celic, ki ni prisotna v referenčnih titracijah. Na podlagi tega v nadaljevanju 
razprave razliko med dejansko in referenčno titracijo pripisujemo interakciji med polimerom 
in bakterijskimi celicami. Za potencialno kasnejšo kvantitativno obdelavo podatkov bi želeli, 
da je razmerje med toplotnim prispevkom referenčne titracije dejansko manjši kot v primeru 
naših rezultatov, saj s tem zmanjšujemo verjetnost vpliva drugih interakcij (poleg tvorbe 
nanoobloge) na končni rezultat. Na sliki 37 vidimo, da je višina vrhov pri referenčni titraciji 
predstavlja pri nekaterih injiciranjih kar do 40% višine vrhov pri dejanski titraciji. Tako pri 
titraciji suspenzije celic kot referenčni titraciji pride do prehoda polikationov iz vode v 0,9% 
NaCl, pri čemer se spremenita ionska moč in pH medija. Ionska moč in pH vplivata na 
konformacijo polielektrolitnih verig, ki se spremeni ob prehodu polikationa v drug disperzni 
medij pri injiciranju. Poleg tega zaradi spremembe pH pride do izmenjave protonov. 
Sprememba konformacije polikationa in izmenjava protonov sta poleg toplote redčenja 
 
55 
verjetno vzrok za velik energijski prispevek referenčne titracije glede na toploto sproščeno 
pri titraciji suspenzije celic. 
 
Slika 37: Primerjava spreminjanja toplotnega toka s časom pri referenčni titraciji in 
dejanski titraciji fiksiranih E. coli s PEI 25 kDa. Vsak vrh predstavlja eno injiciranje 
raztopine polimera. 
 
Mertins in sodelavci so izvedli podoben ITC eksperiment, kjer so postopno dodajali 
raztopino pozitivno nabitega polikationa v suspenzijo liposomov, kjer naj bi se polimer v 
eksotermnem procesu vezal na negativno nabito površino liposoma. Postopoma naj bi prišlo 
do nasičenja površine, ki se odraža z doseganjem platoja sigmoidne krivulje termograma 
(47). Liposome sicer v literaturi uporabljajo kot model za celične membrane, mi pa smo 
titracije izvajali s fiksiranimi bakterijskimi celicami. To nam omogoča neposredno 
opazovanje interakcij polimera z celico in ne le njihovega posrednega vrednotenja preko 
modela celičnih membran. Ker se aktivnost živih celic odraža tudi v porabljanju ali 
sproščanju toplote, moramo v našem primeru ITC eksperimente izvajati na neviabilnih tj. 
fiksiranih bakterijah E. coli in P. stutzeri. Na ta način jih lahko opazujemo kot nežive delce 
v suspenziji ter opisujemo zgolj termodinamiko interakcije polielektrolita s celico. S 
fiksacijo dosegamo ohranitev celične mikroarhitekture, hkrati pa integriteto slednje dlje časa 
ohranjamo zaradi zaustavitve katabolne aktivnosti v celici (56). 
Slika 38 prikazuje toploto interakcije polikationov s fiksiranimi E. coli, ki smo jo dobili z 
integracijo vrhov, pridobljenih iz grafa časovnega poteka spreminjanja toplotnega toka in 
odštevanjem toplote referenčne titracije od dejanske. Glede na rezultate dela Mertinsa in 
sodelavcev (47) smo pričakovali sigmoidne oblike the krivulj. Dobljene krivulje so po obliki 
podobne pričakovanim, saj vsebujejo del, v katerem naraščajo, nato pa izgleda, da dosegajo 
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nekakšen plato, pri čemer so faze naraščanja in platoji krivulj linearni (R2>0,9 v vseh 
primerih, razen na platoju pri titraciji E. coli s PEI 25 kDa). Začetnih  dveh točk ne 
upoštevamo, saj sta verjetno posledica difuzije preko konice igle za injiciranje, zaradi česar 













Slika 38: Pri posamezni injekciji sproščena toplota pri titraciji fiksiranih E. coli s 
polikationi. 
 
V primeru P. stutzeri (slika 39) se krivulje nekoliko razlikujejo od pričakovanih. Po obliki 
sicer nekoliko spominjajo na sigmoidno, vendar je prisotno sipanje točk okoli predvidene 
oblike. Poleg tega popolne izravnave platoja nismo dosegli, fazi naraščanja in plato pa nista 
linearna. To nam je onemogočilo nadaljnjo kvantitativno obdelavo podatkov in izračun točke 
nasičenja površine P. stutzeri.  
Sliki 38 in 39 prikazujeta tudi, da je v primeru obeh bakterij proces vezave bolj eksotermen 
pri polikationih PEI 25 kDa in PEI 600 kDa kot pri PAH 17,5 kDa in PAH 450 kDa, saj je 
 
57 
toplota posameznega injiciranja za enako koncentracijo polimera bolj negativna. 
Eksotermnost procesa kaže na to, da je primerih vseh polikationov nastanek nanoobloge na 













Slika 39: Pri posamezni injekciji sproščena toplota pri titraciji fiksiranih P. stutzeri s 
polikationi. 
 
Pri titracijah E. coli smo zaradi primerne oblike dobljenih krivulj (gl. zgoraj) tudi 
kvantitativno ovrednotili interakcije polikationa s celico. Ker smo želeli kvantitativno 
preučiti proces, smo morali določiti način opredelitve koncentracije celic. Odločili smo se, 
da vsako celico obravnavamo kot eno “molekulo” in njihovo številsko koncentracijo, 
pridobljeno za pri titraciji uporabljeno suspenzijo z vrednostjo OD600 = 0,5 s štetjem s 
hemocitometrom, pretvorimo v množinsko koncentracijo z upoštevanjem Avogadrovega 
števila. 
n(cel.) = št. koncentracija celic · NA 
Enačba 3: Formula za izračun množinske koncentracije celic – n(cel.); N – Avogadrova 
konstanta (6,02·10-23) 
 
Nadalje smo na x os krivulj nanesli razmerje med množino monomerov v dodani količini 
raztopine polimera in množino celic, preračunano v mole. Na y os smo nanesli toploto, 
sproščeno pri dodatku, s katerim smo dosegli omenjeno množinsko razmerje. Analogno 
sklepom Mertinsa s sodelavci o doseženem nasičenju površine liposomov (47) mi sklenemo, 
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da je dosežen plato pri titraciji E. coli odraz nasičenja površine celotne celice s polikationsko 
nanooblogo. Takrat je izmerjeni toplotni odziv namreč le še posledica redčenja zaradi 
dodajanja raztopine suspenziji. Določili smo množinsko razmerje med monomeri dodanega 
polikationa in množino fiksiranih celic, pri katerem pride do predpostavljenega nasičenja 
površine. Izračunali smo ga kot vrednost neodvisne spremenljivke (množinskega razmerja) 
na presečišču trendnih črt naraščajočega linearnega dela in platoja krivulje odvisnosti toplote 
od omenjenega množinskega razmerja. Slika 40 prikazuje krivuljo za titracijo E. coli s PEI 
25 kDa (za ostale tri polimere gl. priloge 4-6). 
Slika 40: Pri titraciji fiksiranih E. coli s PEI 25 kDa sproščena toplota v odvisnosti od 
množinskega razmerja n(monomer):n(cel.) 
 
Preglednica 5: Izračunana množinska razmerja n(monomer):n(cel.), pri kateih pride do 
nasičenja površine fiksiranih celic E. coli s polikationom 
  
PEI 25 kDa PEI 600 kDa PAH 17,5 kDa PAH 450 kDa 
6,503·109 6,504·109 6,340·109 6,503·109 
 
Izračuni množinskega razmerja pri nasičenju površine E. coli so podani v preglednici 5. 
Dobljene vrednosti so za vse 4 polimere podobne. Možna razlaga za to je, da je prisotnost 
protonacije sposobnih aminskih skupin poglavitna lastnost, ki omogoča vezavo na omejeno 
število negativno nabitih skupin na celični površini, saj ima v vseh štirih polimerih vsak 
monomer po eno aminsko skupino. Ker pa takšna interpretacija ne upošteva razlik v pKa 
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vrednostih aminskih skupin monomerov in razvejanosti polikationov, bi lahko le deloma 
razlagala podobnost izračunanih množinskih razmerij pri nasičenju. 
Tako kot pri E. coli lahko pri P. stutzeri na nasičenje površine celice s polikationom prav 
tako pomislimo zaradi podobnosti oblike krivulje, sipanje točk okoli idealne sigmoidne 
oblike, ki onemogoča kvantitativno opredelitev nanooblaganja, pa obrazložimo s 
kompleksnostjo procesa nanooblaganja, ki ima verjetno mnogo energijskih prispevkov. Ena 
od možnih razlag oblike dobljene krivulje pri P. stutzeri je tudi prehajanje polimerov v celice, 
s čimer se njena površina hkrati zapolnjuje z novo injiciranim polimerom in se z nje v celično 
notranjost odstranjuje del že prej nastale nanoobloge. Prehajanje polikationov v notranjost 
živih celic P. stutzeri, smo potrdili s STED (gl. zgoraj). Na podlagi mehanizma delovanja 
uporabljenega fiksacijskega reagenta (premreženje proteinov, ki so prisotni tudi v celični 
steni gramnegativnih bakterij) in literaturnih navedb, da naj bi ohranjal ali kvečjemu povečal 
permeabilnost celične membrane, sklepamo, da je možno tudi prehajanje polikationa v 
fiksirano celico (57). Zato je takšna interpretacija rezultatov za ITC eksperimente na P. 
stutzeri smiselna kljub temu, da smo celice predhodno fiksirali. 
Grafi časovnega spreminjanja toplotnega toka pri titraciji fiksiranih E. coli izkazujejo razliko 
v obliki vrhov pri začetnih in kasnejših injiciranjih. Vrhovi so pri kasnejših injiciranjih 
nekoliko širši, saj je čas, potreben za vzpostavitev ravnotežja, daljši (slika 41) in priloge 7-
9). Vzrok za to bi bilo lahko zapolnjevanje celične površine tekom izvajanja titracije, zaradi 
katerega je potrebno več časa, prerazporejanja ali pa sprememb konformacije molekul 
polimera, da se ta veže na prosto vezavno mesto na celični steni. Vrhovi so zopet ozki na 
delu doseženega platoja, saj v tem delu delna zasedenost celične površine ni več ovira za 







Slika 41: Časovno spreminjanje toplotnega toka pri titraciji fiksiranih E. coli s PEI 25 kDa 




Z rezultati eksperimentalnega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Barvili RITC in ATTO 594 nista združljivi z uporabljenim STED mikroskopom, saj 
ne opazimo izboljšanja ločljivosti pri STED mikroskopiji v primerjavi s konfokalno 
mikroskopijo. S tem ovržemo del hipoteze 1. 
 Barvilo STAR RED je združljivo z uporabljenim STED mikroskopom, saj je 
ločljivost pri STED mikroskopiji v primerjavi s konfokalno mikroskopijo boljša. S 
tem potrdimo del hipoteze 1. 
 Uspešnost nanooblaganja celic s polikationom nam je z meritvijo zeta potenciala 
uspelo potrditi. Kot smo predvidevali, je prišlo do spremembe negativne vrednosti 
zeta potenciala v pozitivno. S tem smo potrdili hipotezo 2. 
 Visokomolekularni (PEI 600 kDa in PAH 450 kDa) in nizkomolekularni (PEI 25 kDa 
in PAH 17,5 kDa) polikationi se ne razlikujejo v sposobnosti prehajanja v notranjost 
bakterijskih celic E. coli in P. stutzeri. S tem smo ovrgli hipotezo 3.  
 Prodiranje polimerov preko stene v notranjost celice je (v primeru uporabljenih 
polikationov) odvisno od vrste celic. Uporabljeni polikationi niso prehajali v E. coli, 
so pa prodirali v notranjost P. stutzeri. S tem smo potrdili hipotezo 4.   
 STED mikroskopija se je izkazala kot primerna metoda za opazovanje prehajanja 
polikationov v celično notranjost in s tem za napovedovanje njihove potencialne 
citotoksičnosti. Za opredelitev ohranjanja viabilnosti celic po nanooblaganju s 
polielektroliti STED mikroskopija ne zadostuje, temveč bi morali za ta namen 
vpeljati teste viabilnosti. 
 Z izotermno titracijsko kalorimetrijo pridobljeni termogrami izkazujejo obliko, pri 
kateri vidimo, da se vrednosti toplote dodatkov polikationa celicam približujejo 
platoju oz. ga dosegajo. To potrjuje naš sklep, da pri nanooblaganju celic dosežemo 
nasičenje njihove površine v polielektrolitom. S tem smo potrdili hipotezo 5. Poleg 
tega termogrami kažejo, da je process polielektrolitnega nanooblaganja eksotermen, 
torej se nanoobloga tvori spontano pri dodatku polikationa v suspenzijo celic. 
Kvantitativna opredelitev procesa z ITC je pri P. stutzeri otežena zaradi 
kompleksnosti procesa nanooblaganja, saj gre v tem primeru poleg vezave 
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Priloga 1: Spreminjanje ZP v odvisnosti od koncentracije polimera v dodani raztopini pri 
nanooblaganju živih P. stutzeri v celotnem koncentracijskem območju (A) in v ožjem 







Priloga 2: Spreminjanje ZP v odvisnosti od koncentracije polimera v dodani raztopini pri 
nanooblaganju fiksiranih E. coli v celotnem koncentracijskem območju (A) in v ožjem 







Priloga 3: Spreminjanje ZP v odvisnosti od koncentracije polimera v dodani raztopini pri 
nanooblaganju fiksiranih P. stutzeri v celotnem koncentracijskem območju (A) in v ožjem 







Priloga 4: Pri titraciji fiksiranih E. coli s PEI 600 kDa sproščena toplota v odvisnosti od 
množinskega razmerja n(monomer):n(cel.) 
 
 
Priloga 5: Pri titraciji fiksiranih E. coli s PAH 450 kDa sproščena toplota v odvisnosti od 







Priloga 6: Pri titraciji fiksiranih E. coli s PAH 17,5 kDa sproščena toplota v odvisnosti od 
množinskega razmerja n(monomer):n(cel.) 
 
 
Priloga 7: Časovno spreminjanje toplotnega toka pri titraciji fiksiranih E. coli s PEI 600 




Priloga 8: Časovno spreminjanje toplotnega toka pri titraciji fiksiranih E. coli s PAH 17,5 
kDa z označenimi razlikami v obliki vrhov začetnih in kasnejših dodatkov polimera 
 
 
Priloga 9: Časovno spreminjanje toplotnega toka pri titraciji fiksiranih E. coli s PAH 450 
kDa z označenimi razlikami v obliki vrhov začetnih in kasnejših dodatkov polimera 
